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Résumé
Fitx] et Fitx2 sont des facteurs de transcription à homéodomaine. Pitx] est
exprimé de façon spécifique dans les membres postérieurs où il contrôle la spécification
de leur identité. Pitx2 est exprimé du côté gauche dans le mésenchyme de la lame latérale
et participe à la spécification de l’asymétrie gauche-droite. À mon arrivée au laboratoire,
les souris PitxJ-/-;Fiix2+/- avaient été générées. Contrairement à la simple inactivation
du gène Pitx], où tous les éléments squelettiques sont présents mais dont l’identité
postérieure est transformée, l’inactivation de Fitx] et Pitx2 entraîne la perte de plusieurs
éléments squelettiques. Ceci démontre que les Piix sont nécessaires à la croissance des
membres postérieurs.
Les études sur les doubles-mutants sont difficiles à cause du nombre très limité
d’embryons disponibles. Afin de discerner lets) rôle(s) de Pitxl dans les membres, j’ai
tout d’abord opté pour une approche globale d’immunoprécipitation de la chromatine
pour identifier les gènes cibles. Les outils disponibles ne m’ont cependant pas permis de
cloner de nouvelles cibles par cette technique. Plusieurs études ont par contre suggéré un
rôle de Tbx4, en aval de Piixi, dans le processus de spécification d’identité. J’ai donc
procédé à une analyse systématique du locus de Tbx4 dans le but d’identifier des
éléments promoteurs. L’étude de ce locus m’a permis de mettre en évidence l’existence
d’un nouveau site d’initiation. J’ai également identifié des régions conservées qui sont
activables par Pitxl en transfection transitoire dans les cellules hétérologues. Tbx4
pourrait ainsi devenir la première cible directe de Pitxl dans les membres postérieurs.
Mots clés : Spécification des membres, Immunoprécipitation de la chromatine (ChIP)
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Abstract
PiIx] and P11x2 are homeobox transcription factors. Piix] is expressed specifically
in the hindlimbs where it controls limb identity. P11x2 is expressed in the left lateral plate
mesoderm and is part of the pathway that specifies left/right asymmetry. Hindlimbs of
Pitxl-/-;Pitx2+/- embryos are much more severely affected than the simple knockouts for
either Piix] or P11x2 (Pitx2 knockout embryos do flot have any limb phenotype). There
was an important lost of proximal and anterior skeletal elements in the Pitxl/2 double
knockout mice. This clearly demonstrates that Pitxl and P11x2 genes are necessary on
both sides ofthe embryos for proper hindlimb growth.
Studies on the Piixl/2 double-knockouts are difficult because of the very small
number of embryos that can be obtained. To further delineate P11x1 role in hindlimb
development, I used an unbiased approach, chromatin immunoprecipitation, to identify
its target genes. Unfortunately, available tools weren’t efficient enough to allow cloning
and identification of immunoprecipitated DNA. It’s been suggested that Tbx4 might
specify hindlimb identity, working downstream of P11x1. Analysis of the Tbx4 locus
revealed a new transcription start site for the Tbx4 gene. I also found conserved regions
in the Tbx4 locus that have potential binding sites for Pitxl and that are activated by
Pitxl. Tbx4 seems to be the first known direct target ofPitxl in hindlimbs.
Key words: limb identity, limb patteming, chromatin immunoprecipitation
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Chapitre 1 Introduction
1.1 Origine embryonnaire des membres
Les membres des vertébrés sont induits à des endroits spécifiques le long de l’axe
antéro/postérieur (A/P) de l’embryon. Ils sont formés de cellules du mésoderme de la
lame latérale (mll) qui prolifèrent spécifiquement dans ces régions formant ainsi les
bourgeons des membres. Ceux-ci sont donc composés de mésenchyme non-différencié
recouvert d’un épithélium de surface. La croissance et la spécification des membres sont
contrôlées par des interactions spécifiques entre le mésenchyme et l’épithélium de
surface (Capdevila et al., 2001;Dudley and Tabin, 2003;Niswander, 2003). Les cellules
du mésenchyme vont éventuellement se différencier pour former la structure squelettique
du membre mature (os, tendons), tandis que les muscles proviennent du mésoderme
somitique: les myoblastes migrent à partir des somites jusque dans les bourgeons des
membres où ils vont se différencier pour donner naissance aux différentes masses
musculaires caractéristiques à chaque membre (Christ et al., 1 977;Jacob M et al., 1979).
1.2 Positionnement des membres le long de l’axe A/P de l’embryon
La première étape du développement des membres est la détermination d’un
groupe de cellules qui formeront le territoire présomptif des membres. Ces cellules du
mll sont localisées à des positions bien spécifiques le long de l’axe rostro/caudal de
l’embryon : les membres antérieurs se développant toujours à la jonction des vertèbres
thoraciques et cervicales, et les membres postérieurs, à la jonction des vertèbres
lombaires et sacrales (Burke et al., 1995). Dans les embryons de souris, les membres
antérieurs se situent toujours entre les somites 8 et 12, et les membres postérieurs entre
3les somites 25 à 29 (Crossley et al., 1996;Martin, 1998). Le code Hox serait impliqué
dans le positionnement bien précis des membres il existe une combinaison spécifique de
gènes Hox qui sont exprimés à différents niveaux de l’embryon, ce qui confère une
identité positionnelle selon l’axe rostro-caudal. Par exemple, la frontière d’expression de
plusieurs gènes Hox dans le mli, dont Hoxc6, Hoxc8 et Hoxb5, corrèle exactement avec
l’emplacement des membres antérieurs; dépendamment des espèces, les membres
antérieurs se situent à des niveaux différents, par rapport aux somites, qui corrèlent
précisément avec l’expression de ces Hox (Oliver et al., 1990;Rancourt et al.,
1995;Burke et al., 1995;Nelson et aï., 1996;Cohn et al., 1997;Cohn and Tickle,
1999;Gaunt, 2000). Aussi, dans les embryons Hoxb5-!-, on note un déplacement antérieur
de la jonction omoplate!humérus par rapport à l’axe du corps, ce qui suggère un rôle pour
ce gène dans le positionnement des membres antérieurs (Rancourt et al., 1995).
L’acide rétinoïque, certains facteurs de transcription (dont Krox2O), et certaines
molécules de signalisation comme les Fgfs et les TgfJ3 semblent être en amont des gènes
Hox. Par exemple, les embryons GUI]]-!- (un membre de la famille des Tgf3) montrent
des transformations homéotiques avec un déplacement plus caudal des membres
postérieurs. Ce déplacement serait dû à des altérations dans le patron d’expression de
certains Hox, notamment HoxclO et Hoxcil (McPhenon et al., 1999). Par ailleurs, il
semblerait que Tbx3, dHand et G113 agissent en aval des Hox dans le contrôle du
positionnement des membres. D’une part, la surexpression de Tbx3, un facteur de
transcription de la famille des protéines à boîte T, change la position axiale des membres
antérieurs chez le poulet tRahis C. and Logan M, 2004;Rahlis C. et al., 2005). D’autre
part, les protéines dHand et G1i3, dont l’implication dans la spécification A/P des
4bourgeons de membres sera discutée plus loin (section 1.4.2 La ZPA, p.1 6), semblent
également avoir un rôle dans le positionnement des membres le long de l’axe rostro
caudal de l’embryon (Rallis C. et al., 2004).
1.3 Initiation de la croissance des membres
1.3.1 Rôle des Fgfs
L’induction des bourgeons des membres est sous le contrôle de molécules de la
famille des fgfs (Martin, 199$). Les Fgfs sont des facteurs de croissance (22 Fgfs), dont
cinq sont exprimés dans les membres (Fgf4/8/9/] 0/] 7) (Gorivodsky and Lonai, 2003).
Ces peptides sécrétés, qui peuvent lier avec haute affinité la matrice extracellulaire,
participent à la signalisation intercellulaire via les FgfRs, des récepteurs à activité
tyrosine kinase (Wilkie et al., 2002). Des quatre membres de la famille des FgJRs, deux
sont exprimés dans les membres chez la souris (FgfR]/2) (Peters et al., 1992). Chaque
récepteur code pour plusieurs isoformes qui ont des patrons d’expression et des affinités
de liaison pour chaque Fgfdifférents (Partanen et al., 1993;Martin, 199$;Xu et aï., 199$).
Chez le poulet, un seul Fgf (soit Fgf2/4/8 ou 10) est suffisant pour induire l’initiation et
le développement complet d’un membre ectopique dans le flanc embryonnaire, qui est le
mll situé entre les membres antérieurs et postérieurs (Harrison, 1918). En principe, si le
Fgf est appliqué avant la croissance normale des membres, tout le flanc est compétent à
former un membre (Mahmood et al., 1995;Cohn et al., 1995;Ohuchi et al., 1995;Vogel et
al., 1 996;Crossley et al., 1 996;Yonei-Tamura et aï., 1999).
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Spécification du territoire Induction de fgf 8 et de Croissance via une boucle de
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(entre 15 et 20 somites — e9) (vers 27 somites) (à partir de 30 somites — dO)
Figure 1.1: Initiation et croissance des bourgeons des membres:
L’induction du territoire présomptif des membres se fait via des molécules qui
proviennent du mésoderme intermédiaire (mi). Chez le poulet, ce sont des
membres de la famille Wnt (Wnt2b dans les membres antérieurs et Wnt8c dans
les membres postérieurs) qui permettent la restriction de l’expression de FgfIO
spécifiquement dans le mésoderme de la lame latérale (mil) au niveau où les
membres vont pousser (territoire présomptif des membres). (a). FgJJO induit
l’expression de Fg/8 dans les cellules de l’ectoderme qui formeront l’AER.
Cette induction implique également la voie Wnt/f3-caténine (via Wnt3) (b). La
croissance des bourgeons des membres dépend d’une boucle de régulation
positive entre FgfIO dans le mésenchyrne et Fg18 dans l’AER (e).
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6L’induction très précoce du territoire présomptif des membres est un phénomène
encore controversé. L’importance du mésoderme intermédiaire (mi), qui est la couche de
mésoderme située entre le mil et le mésoderme somitique, reste incomprise. Chez le
poulet, l’induction des membres est inhibée lorsqu’une barrière est placée entre le mll et
le mi ou lorsque ce dernier est enlevé chirurgicalement, suggérant qu’il serait la source
d’un facteur important pour l’induction des membres (Strecker and Stephens,
1983;Geduspan and Solursh, 1992a). FgJ8 pourrait être ce facteur puisqu’il est exprimé
de façon transitoire dans le mi avant et au cours de l’induction, et ceci, spécifiquement
au niveau des membres antérieurs et postérieurs (Vogel et aï., 1996;Crossley et al.,
1996). Par contre, des expériences où on bloque la différenciation du mésonéphros,
empêchant ainsi l’expression de FgJ8 (FernandezTeran et al., 1997) ou les expériences de
perte de fonction par recombinaison homologue chez la souris (knock-out (ko)) de fgf8
spécifiquement dans le mi (ko conditionnel) (Boulet et al., 2004) n’empêchent ni
l’initiation ni la croissance des membres, ce qui démontre bien que l’expression de FgJ8
dans le mi n’est pas essentielle pour l’induction des membres, où qu’il y a redondance
avec un autre facteur.
Par ailleurs, Fgf]O est initialement largement exprimé dans le mll, et son
expression devient restreinte au territoire présomptif des membres juste avant l’apparition
des bourgeons (tant antérieurs que postérieurs) (Ohuchi et al., 1997) (voir figure 1.1,
p.5). Cette expression est essentielle à l’initiation et à la croissance des membres puisque
les embryons Fgf]O-/- n’ont pas de membres (Min et aï., 199$;Sekine et al., 1999). FgflO
est nécessaire pour l’induction de l’expression d’une autre molécule de la famille des
Fgfs, Fg/8, dans une région spécialisée de l’ectoderme de surface qui deviendra l’AER
7(Ohuchi et al., 1997;Min et al., 1998;Sekine et aÏ., 1999). C’est le récepteur FgfR2, qui
semble transmettre la signalisation de FgflO dans les cellules épithéliales (Martin,
1998;Xu et al., 1998). L’expression de FgJR2 débute avant l’initiation des bourgeons des
membres (Orrurtreger et al., 1993). Les embryons FgfR2-/- ont un phénotype identique à
celui des embryons FgflO-/-, sans expression de FgJ8 dans l’ectoderme. Le gène FgfR2
code pour deux isoformes, FgfR2IIIb et FgfR2IIIc qui diffèrent dans leur expression et
possiblement dans leur affinité pour les ligands. L’isoforme IIIb est exprimé
principalement dans l’ectoderme, tandis que le 111e est surtout dans le mésenchyme, donc
Fgf] O devrait signaler via l’isoforme IJIb. Par contre, le ko spécifique de fgfR2IIIb
commence par exprimer Fgf8 normalement, et cette expression s’éteint complètement par
la suite (Revest et al., 2001). Le phénotype n’est donc pas totalement identique au
phénotype du ko total de Fg/R2 décrit précédemment (Xu et al., 199$;Xu et aÏ., 1999).
Suite à l’induction de fg18 dans l’AER, une boucle de régulation s’installe entre FgJ8 et
FgfJO, chacun maintenant l’expression de l’autre respectivement dans le mésenchyme et
dans l’AER. Cette boucle de régulation est essentielle à la croissance proximo-distale
(P/D) des membres (voir plus loin la section 1.4.1 sur L’AER, p.l 1).
1.3.2 Rôles des Wnts
Les Wnts forment une large famille de molécules de signalisation qui agissent par
l’intermédiaire du récepteur Frizzled, un récepteur à sept domaines trans-membranaires
(Dierick and Bejsovec, 1999;Huang and Klein. 2004). La signalisation Wnt peut
s’effectuer par trois voies, dont deux sont présentes dans les membres. Tout d’abord, la
voie classique de signalisation s’effectue via la 3-caténine. En absence de ligand, la F3-
caténine se retrouve dans un complexe cytoplasmique comprenant plusieurs protéines,
dont Gsk3, qui la phosphoryle entraînant sa dégradation; dans ce cas, les facteurs de
gtranscription de la famille Lef/Tcf du noyau sont associés à des co-répresseurs. Lorsque
la voie Wnt est activée, la 13-caténine est stabilisée et transférée au noyau où elle interagit
avec les protéines Lef/Tcf permettant le remplacement des co-répresseurs par des co
activateurs (Wodarz and Nusse, 1998;Galceran et al., 1999;Eastman and Grosschedl,
1999;McQueeney et al., 2002;Logan and Nusse, 2004). C’est cette voie classique qui est
impliquée dans l’initiation des bourgeons des membres. La deuxième voie de
signalisation Wnt est dépendante du calcium et est plutôt impliquée dans la spécification
de l’axe DN avec Wnt7a (Kuhl, 2004) (voir section 1.4.3 L’ectoderme dorsal et
ventral, p.2l).
Comme pour les fgfs, la surexpression des Wnts chez le poulet peut induire un
membre ectopique dans le flanc embryonnaire (Kawakami et al., 2001). Chez le poulet, il
existe des molécules Wnts exprimées très tôt : Wnt2b est exprimé dans le territoire
présomptif des membres antérieurs, tandis que Wnt8c est exprimé dans celui des
membres postérieurs (Kawakami et al., 2001). De plus, la voie classique Wnt/f3-caténine
est nécessaire et suffisante pour l’induction des membres antérieurs et postérieurs via le
contrôle de l’expression de FgflO (Kawakami et al., 2001). Les Wnts sont donc en amont
des fgfs dans l’initiation des membres chez le poulet. Par contre, la situation est
légèrement différente chez la souris. On ne retrouve pas de Wnts qui ont des patrons
d’expression semblables à Wnt2b ou Wnt8c chez la souris. De plus, les embryons Lefl-/
,TcJ]-/-, les molécules qui médient la voie classique de signalisation Wnt, n’ont pas de
membres, parce que l’expression de fgJ8 et la formation de l’AER sont bloquées, mais
l’expression précoce de fgf]O est intacte (Galceran et al., 1999). Donc, la boucle de
régulation entre FgflO et Fgf8 implique également la voie Wnt (voir la section 1.4.1 sur
9L’AER, p.1 1). Le gène Wnt3 chez la souris (Wnt3a chez le poulet) est exprimé dans
l’ectoderme (Kengaku et al., 1997), et le ko de Wnt3 montre un phénotype semblable
(perte d’expression de fgJ8 dans l’AER, même si FgflO est bien exprimé dans le
mésenchyme) (Barrow et al., 2003). finalement, les embryons fl-caténine-/-,
spécifiquement dans l’AER, n’expriment pas Fgf8 dans les membres postérieurs
(McQueeney et al., 2002). Tous ces résultats démontrent bien l’importance de cette voie
pour l’activation de l’expression de FgJ8 dans l’AER.
1.4 Les membres en trois dimensions: l’importance des centres organisateurs
pour la croissance et la spécification des membres
Les membres se développent dans les trois dimensions ils s’allongent dans l’axe
proximo-distal (P/D), deviennent asymétriques dans l’axe antéro-postérieur (A/P) et se
différencient dans l’axe dorso-ventral (D/V). La différentiation des différents segments
des membres se fait dans une séquence P/D, c’est-à-dire que les condensations
squelettiques proximales du stylopode (fémur/humérus) apparaissent en premier, suivies
de celles médiales du zeugopode (radius/cubitus; tibia/péroné) et finalement celles
distales de l’autopode (mains; pieds; doigts) (Summerbell and Lewis, 1975;Tickle, 2003).
L’axe A/P se caractérise surtout par une asymétrie au niveau de l’autopode dans la
morphologie squelettique des différents doigts, tandis que l’axe D/V se caractérise par les
jointures du côté dorsal, le positionnement des tendons et des muscles et aussi le type de
peau qui recouvre le dos vs la paume de la main ou du pied. Il existe des centres
organisateurs qui sont responsables de la croissance et de la spécification des membres
dans ces trois axes (voir figure 1.2, p.10).
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En]
Ectoderme ventral
Proximo (P) Distal (D)
Antéro (A)
Adapté de Capdevila and Belmonte. 2001
Figure 1.2: Spécification des bourgeons de membres dans les trois axes
La spécification dans l’axe proximo/distal (P/D) se fait via un antagonisme entre des
signaux proximaux, caractérisés par les protéines Meis, et des signaux distaux
provenant de l’AER (Fgf) et de la ZPA (Shiz). La spécification antéro/postérieur
(AJP) semble se faire très tôt, en même temps que l’initiation des membres. Elle
implique un antagonisme entre dHand du côté postérieur et G1i3 du côté antérieur (a).
La spécification dorso/ventrale (DN) est sous le contrôle de l’ectoderme dorsal et
ventral. L’ectoderme dorsal exprime Wnt7a, qui induit l’expression de Lnzxlb dans le
mésenchyme dorsal sous-jacent, tandis que l’ectoderme ventral exprime En] qui
réprime Wnt7a, ce qui permet la restriction de son expression dans l’ectoderme
dorsal. L’AER se situe à la jonction entre l’ectoderme ventral et dorsal (b).
Prolifération
Proximo (P) Distal (D)
Postérieur (P)
Ectoderme dorsal Dorso (D)
AER
-fgf 8
Ventral (V)
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1.4.1 L’AIR
L’AER ou crête apicale ectodermique, est une région spécialisée de l’ectoderme
de surface composée de cellules ectodermales qui ont une morphologie distincte. L’AER
se situe au bout distal, à l’interface D/V du bourgeon de membre. Chez le poulet, on sait
depuis longtemps que l’intégrité de l’AER est essentielle pour la croissance normale des
membres dans l’axe P/D (Saunders, 1948;Todt and Fallon, 1984). Lorsqu’on enlève
l’AER, il y a diminution de la prolifération des cellules du mésenchyme, ainsi que
l’apparition d’une zone importante d’apoptose juste sous l’ectoderme. Le membre est
ainsi tronqué, et dépendamment du stade de développement choisi pour l’ablation, le
point de troncation sera plus loin dans l’axe P/D (Saunders, 1948;$ummerbell et aï.,
1973;Rowe et aï., 1982;Dudley et al., 2002). De tous les facteurs exprimés dans l’AER,
seuls Fgfs 2, 4 et 8 sont capables de remplacer fonctionnellement l’AER (sans en induire
un nouvel) (Niswander et aï., 1993;Fallon et al., 1994;Mahmood et al., 1995;Vogel et aï.,
1 996;Martin, 1998).
Les expériences de perte de fonction chez la souris ont montré que fgJ8 est le
principal Fgf responsable de la fonction de l’AER, puisque c’est le seul dont la perte de
fonction produit un phénotype aux membres (les simples ko de fgf4/9 ou 17 dans l’AER
n’ont pas de phénotype, probablement parce que chacun compense pour la perte de
l’autre) (Lewandoski et al., 2000;$un et al., 2000;Moon et al., 2000a;Moon and
Capecchi, 2000b;Sun et al., 2002;Boulet et al., 2004). Le simple ko conditionnel de FgJ8
dans l’AER n’est cependant pas une phénocopie de l’ablation de l’AER. Les embryons
Fg,t8-/- présentent une absence ou une hypoplasie sérieuse du stylopode (segment
proximal), tandis que les autres segments sont un peu plus petits, mais normaux
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(Lewandoski et al., 2000;Moon et al., 2000b). Le double-ko conditionnel Fgf4/Fg/8 dans
l’AER est nécessaire pour arrêter totalement la croissance des membres (Sun et al.,
2002;Boulet et al., 2004). Il existe donc une redondance fonctionnelle entre Fg/8 et Fgf4
dans l’AER. Fgf4 n’étant exprimé que plus tard, le simple ko FgJ8 met en évidence le
rôle de ce dernier très tôt au cours du développement, lorsqu’il est le seul fgf à être
exprimé, Fgf4 pouvant compenser pour la perte de fgJ8 plus tard. Par contre, le simple
ko conditionnel de Fgf4 n’a aucun phénotype, Fgf8 étant capable de compenser sa perte
puisqu’il est exprimé tout au long de l’existence de l’AER ((Sun et aï., 2000;Moon et al.,
2000a).
L’induction de l’AER est intimement reliée à l’induction des bourgeons des
membres. L’expression de Fgf]O dans le mil induit l’expression de Wnt3, qui induit par
la suite l’expression de Fgf8 dans des cellules de l’ectoderme pré-AER (avant même
qu’un bourgeon ne soit visible) (Min et al., 199$;Kawakami et aÏ., 2001). Ces cellules
vont par la suite migrer vers la frontière D/V pour former l’AER. L’expression de FgflO
dans le mésenchyme est donc responsable de la signalisation qui permettra à l’ectoderme
sus-jacent d’initier le programme d’expression de gènes aboutissant à la formation de
l’AER (Min et al., 199$;Sekine et al., 1999). FgflO est un peptide sécrété qui diffuse
jusqu’à l’ectoderme et se lie au récepteur FgfR2, exprimé dans l’ectoderme de surface.
L’activation de ce récepteur est importante pour induire l’expression de Fg/8 dans
l’AER, par un processus qui implique la voie Wnt. On sait que Wnt3a, dont l’expression
précède celle de fgJ3, est capable d’induire son expression dans l’AER via la voie 13-
caténine/Lefl/Tcft. Donc, Wnt3 médie l’induction de fgJ8 par Fgf]O (Kawakami et ai.,
2001). Par la suite, il y aura l’établissement d’une boucle de régulation entre Fg/8 et
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Fgf]O. Cette boucle est responsable du maintien de l’expression de Fgf]O dans le
mésenchyme des bourgeons des membres, ce qui semble requis pour le maintien de la
prolifération des cellules de ce mésenchyme (Xu et al., 1998).
On connaît de plus en plus les mécanismes qui déterminent la localisation précise
de l’AER. Des études de traçage cellulaire ont révélé que les cellules ectodermales qui
recouvrent le mll avant l’induction des bourgeons des membres sont déjà engagées à
devenir l’AER (cellules pré-AER), l’ectoderme dorsal ou l’ectoderme ventral (Geduspan
and Solursh, 1992b;Michaud et al., 1997;Altabef et al., 1997). La polarité D/V semble
venir du mésoderme somitique du tronc, ce qui résulte en l’expression de Radical fringe
(Rfng) dans l’ectoderme dorsal et de En] dans l’ectoderme ventral. Plus tard, ces deux
molécules seront exprimées dans l’AER, qui se formera juste à l’interface entre
l’ectoderme dorsal (qui exprime Rfng) et l’ectoderme ventral (qui n’exprime pas Rfng
puisque En] réprime son expression). Chez le poulet, c’est la limite d’expression de Rfng
qui détermine l’emplacement de l’AER (Laufer et al., 1 997;RodriguezEsteban et al.,
1997). Par contre, le ko de Rfng chez la souris n’a pas de phénotype (possible redondance
avec d’autres facteurs de la même famille) (Moran et al., 1999;Zhang and Gridley,
1999;Zhang et al., 2002).
Le rôle principal des fgfs exprimés dans l’AER est de stimuler la prolifération
cellulaire et, comme on le verra plus loin, d’induire et de maintenir l’expression de $hh
dans la zone d’activité polarisante (ZPA) (Mabmood et al., 1995;Crossley et aÏ., 1996)
(voir section 1.4.2 La ZPA, p.l6). D’autres rôles ont également été attribués aux fgfs,
comme par exemple comme agent chemo-attractant (Irving et aÏ., 2002). Ils pourraient
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donc réguler la migration des cellules du mésenchyme durant la croissance des membres
(Sun et al., 2002). Par ailleurs, plusieurs molécules ont été impliquées dans la régulation
de la fonction des Fgfs dans l’AER. Il existe un variant d’épissage de CD44 qui a été
impliqué dans la présentation des Fgfs de l’AER aux cellules du mésenchyme sous-jacent
(Sherman et al., 1998)). Aussi, une mutation dàns le gène p63 empêche la formation de
l’AER. Des mutations de ce gène ont également été impliquées dans le syndrome SHFM
(« split hand/split foot malformation ») et dans le syndrome EEC (« ectrodactyly,
ectodermal dysplasia and facial cleft ») (Celli et aï., 1999;Wessagowit et aï.,
2000;Ianakiev et al., 2000;van Bokhoven et al., 2001;Kosaki et al., 2001;South et al.,
2002;Bongers et al., 2004).
Le modèle classique de la zone de progrès (PZ) veut que l’AER envoie des
signaux de croissance qui permettent le maintien des cellules sous-jacentes (cellules de la
PZ) dans un état prolifératif, ce qui permet la croissance P/D du membre tout en
permettant la spécification séquentielle dans cet axe (Summerbell et al., 1973). Dans ce
modèle, l’AER sert d’horloge moléculaire en contrôlant le destin des cellules de la PZ en
les maintenant dans un état prolifératif, de sorte que lorsqu’elles sortent rapidement de la
zone de prolifération, elles adoptent un destin proximal et lorsqu’elles restent plus
longtemps en prolifération, elles adoptent un destin plus distal. Ce modèle expliquait bien
les résultats obtenus lors de l’ablation chirurgicale de l’AER, avec une perte de tous les
segments du membre lorsqu’on enlève l’AER très tôt et une perte des éléments plus
distaux lorsque l’ablation est plus tardive (Saunders, 1948;Summerbell et al., 1973). Par
contre, des études récentes ont remis en question ce modèle classique. Deux groupes
proposent plutôt que la spécification P/D des cellules n’est pas acquise dans une
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séquence temporelle, mais que les cellules du stylopode, du zeugopode et de l’autopode
sont plutôt déjà présentes dès le début du développement des membres (Sun et al.,
2002;Dudley et al., 2002). L’AER serait alors responsable de l’expansion sélective des
cellules de chacune de ces zones, le segment proximal proliférant avant le segment distal.
C’est ce qu’on appelle le modèle de pré-spécification. Un des groupes a utilisé des
techniques de traçage cellulaire pour montrer que les cellules sont destinées très tôt à
devenir stylopode, zeugopode ou autopode, contrairement à ce que prédit le modèle
classique. Par exemple, lorsqu’ils marquent les cellules du bout distal des bourgeons, ces
cellules se retrouvent uniquement dans les éléments squelettiques distaux. Ils ont aussi
montré que lorsqu’on enlève l’AER, il y a une mort cellulaire importante d’environ 200
iim de cellules du mésenchyme juste sous l’ectoderme (dans le bout distal), et que les
troncations observées provenaient de la mort des précurseurs de chaque zone lorsque
l’AER est enlevé tôt, l’expansion des cellules proximales n’a pas encore eu lieu et les
trois zones sont tronquées parce que les précurseurs des trois zones se retrouvent dans la
zone de mort cellulaire ; par contre, lorsque l’ablation est plus tardive, les cellules
proximales ont déjà proliféré et ce sont les précurseurs des cellules distales qui sont dans
la zone de mort cellulaire (Dudley et al., 2002). Le double-ko conditionnel de fgf4 et
fgf8 dans l’AER vient également appuyer ce modèle. La Cre utilisée pour faire ce ko
(Msx2_Cre) permettait l’expression précoce de ces Fgfs uniquement dans les membres
antérieurs pendant un cours laps de temps. Dans les membres postérieurs, Msx2_Cre était
exprimé assez tôt pour supprimer entièrement l’expression des Fgfs. De façon inattendue,
l’exposition précoce à Fgf4 et fgJ8 (surtout FgJ8 puisqu’il est exprimé plus tôt) dans les
membres antérieurs permet l’apparition d’éléments du stylopode (l’humérus), mais
également des éléments squelettiques des segments plus distaux, même si ces derniers
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sont beaucoup plus petits (Sun et al., 2002). Les Fgfs semblent donc importants
précocement pour établir un bourgeon de taille normale permettant l’apparition de
progéniteurs des trois segments P/D, et ensuite pour permettre la survie et la prolifération
de ces progéniteurs, produisant ainsi les trois segments des membres matures. Ces deux
groupes proposent donc le nouveau modèle de pré-spécification où les précurseurs des
différents segments de l’axe P/D (stylopode, zeugopode et autopode) sont spécifiés et co
existent très tôt lors de l’apparition des bourgeons des membres. Par la suite, les
précurseurs de chaque segment prolifèreraient dans une séquence temporelle P/D. Si ce
modèle est vrai, on devrait être capable de trouver des gènes qui sont exprimés
différentiellement dans ces différents précurseurs (Sun et al., 2002). Par contre, ces
marqueurs n’ont pas encore été identifiés.
1.4.2 La ZPA (zone d’activité polarisante)
La ZPA est le centre organisateur qui permet la spécification des membres dans
l’axe A/P (Saunders and Gasseling, 1968). Il existe des différences claires dans l’axe
A/P, surtout au niveau de l’autopode où chaque doigt a une forme, une longueur et un
nombre de phalanges caractéristiques. La ZPA se compose d’une portion de mésenchyme
postérieur situé à l’extrémité distale du membre (Saunders et al., 1968). Elle a le
potentiel d’induire des doigts surnuméraires et de modifier l’identité des doigts lorsque
transplantées dans la partie antérieure du membre (Saunders et aï., 196$). L’acide
rétinoïque a été la première molécule identifiée à avoir une activité polarisante (Tickie et
al., 1982), mais on sait maintenant que la molécule responsable de cette activité est Shh
(Riddle et al., 1993).
17
Plusieurs molécules semblent participer à l’induction et à la localisation précise
de la ZPA dans la partie postérieure du bourgeon. Très tôt, il existe un antagonisme
transcriptionnel entre G1i3 et le bHLH diland qui divise le bourgeon en deux parties, une
partie antérieure (G1i3) et une partie postérieure (dHand) (Welscher et al., 2002a).
DHand contrôle directement l’expression de Shh: les embryons dHand-/- meurent à
elO.5 avec des petits bourgeons de membres qui n’expriment pas Shh (fernandez-Teran
et al., 2000;Charite et al., 2000). Dans la partie antérieure, l’expression de Shh est plutôt
réprimée par plusieurs facteurs dont G1i3 et A1x4 (des mutants de ces deux gènes ont une
expression ectopique de $hh dans la partie antérieure du bourgeon, ce qui résulte en la
duplication de certains éléments squelettiques) (Masuya et aï., 1997;Qu et aï.,
1997;Buscher and Ruther, 199$;Park et al., 2000). L’expression de $hh semble
également dépendre des signaux de l’AER, qui permettraient sa restriction dans la
portion distale du mésenchyme postérieur (Lewandoski et al., 2000;Moon et al., 2000b).
Enfin, l’inhibition de la signalisation de l’acide rétinoïque (soit via ses récepteurs ou via
l’inhibition de sa synthèse) prévient l’établissement de la ZPA, l’apparition de
l’expression de Shh et la croissance des bourgeons des membres (Niederreither et al.,
2002;Mic et al., 2004). À l’opposé, l’application d’acide rétinoïque du côté antérieur du
bourgeon induit l’expression de $hh et une ZPA ectopique (Noji et al., 1991;Wanek et
aï., 1991). L’acide rétinoïque contrôle l’expression de gènes Hox qui semblent importants
pour délimiter la région où Shh sera exprimé. Hoxd]2 et Hoxdl3 sont exprimés dans la
partie postérieure du bourgeon, dans un domaine où Shh deviendra exprimé (Zakany et
al., 2004). De plus, il y a perte d’asymétrie lorsqu’on perturbe l’expression précoce de
Hoxd]]/]2/]3 (Zakany et al., 2004). Aussi, l’expression ectopique de certains gènes Hox
induit une expression anormale de $hh (Knezevic et al., 1997). La restriction précoce des
1$
gènes Hox dans la partie postérieure participe donc à la détermination de l’emplacement
exact de la ZPA (Zakany et al., 2004).
Ce sont des expériences chirurgicales chez le poulet qui ont démontré que la ZPA
était responsable de la polarité A/P des membres. Lorsque ce mésenchyme est placé du
côté antérieur, il y a duplication en image miroir des doigts (Saunders et al., 196$). Sbh
est une molécule sécrétée qui agit comme un morphogène (Lewis et al., 2001 ;Zeng et al.,
2001) en formant un gradient avec une concentration plus importante du côté postérieur.
Ce gradient est essentiel pour spécifier le nombre de doigts et l’identité de chacun de ces
doigts : une grande concentration de Shh semble nécessaire pour les doigts postérieurs et
une faible concentration pour les doigts antérieurs (Yang et al., 1 997;Lewis et aL,
2001;Litingtung et al., 2002;Welscher et aï., 2002b).
La signalisation $hh est étroitement régulée par une série complexe d’interactions
protéiques. En absence de Shh, le récepteur Patched (Ptcl) réprime la protéine
Smoothened ($mo), une protéine à sept domaines transmembranaires, et le facteur de
transcription Gli est clivé (de façon constitutive) pour générer une forme courte qui agit
comme un répresseur transcriptionnel (Niswander, 2003). La liaison de Shh à Ptcl enlève
la répression sur Smo, ce qui inhibe le clivage protéolytique de Gli et génère l’apparition
d’une forme longue capable d’activer la transcription (Methot and Basler, 2001). Chez
les vertébrés, il existe trois Gli (1/2/3) (Ruppert et al., 19$$;Kinzler et al., 19$$;Hui et
al., 1 994;Marigo et al., 1996). Le patron d’expression de Glu chevauche celui de Shh,
tandis que G1i2 et G1i3 sont exprimés dans des domaines complémentaires (Buscher et
al., 1997;Buscher et al., 1998). Des mutations dans Glu et G1i2, seules ou combinées,
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n’affectent pas vraiment le développement des membres, les mutants pour G112 ayant
seulement un délai dans l’ossification des doigts (Mo et al., 1997). Par contre, une
mutation dans G113 provoque un phénotype important caractérisé par la présence de
plusieurs doigts supplémentaires (polydactylie) dont l’identité n’est pas spécifiée
($chimmang et al., 1992;Hui and Joyner, 1993;Buscher et al., 1997;Welscher et al.,
2002b). À l’inverse, les embryons Shh-/- expriment la forme répressive de la protéine
G1i3 à travers tout le bourgeon, et ont des membre qui, au niveau de l’autopode, n’ont
qu’un seul rudiment d’os ressemblant à un doigt et dont le zeugopode est tronqué et
fusionné (Chiang et al., 2001;Lewis et al., 2001;Kraus et al., 2001). Les embryons Shh-/
/G113-/- souffrent de polydactylie, de façon identique aux embryons G1i3-/- (Litingtung et
al., 2002;Welscher et al., 2002b). Ceci démontre bien que le principal rôle de Shh est de
permettre la formation d’un gradient de G1i3 avec une concentration plus importante de
forme répressive (G1i3 court clivé) du côté antérieur et une concentration plus importante
de forme activatrice (G1i3 long) du côté postérieur (Wang et al., 2000), et que c’est le
ratio G1i3-activateur vs G1i3-répresseur qui est important pour donner l’identité
particulière à chaque doigt (Litingtung et al., 2002;Welscher et al., 2002b). G1i3-
répresseur réprime la transcription de gènes Hox (Wang et al., 2000;Litingtung et aï.,
2002;Welscher et al., 2002b), donc Shh, via le contrôle de l’activité de Gli3, régule
l’expression tardive des gènes du complexe Hoxd (Zakany et al., 2004).
Shh n’est pas impliqué dans l’induction de l’AER, mais il est impliqué dans sa
maintenance. L’expression de $hh étant également dépendante de l’intégrité de 1’AER, il
existe donc une boucle entre Shh et les Fgfs (notamment fgf4) (Laufer et al.,
1994;Niswander et al., 1994b). Dans le ko $hh, il y a perte éventuelle de l’expression de
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fgf4 et de Fgf8 dans l’AER (Chiang et al., 2001;Lewis et al., 2001;Kraus et al., 2001).
Le ko conditionnel de Fgf4 dans 1’AER n’a pas de phénotype au niveau des membres
(Sun et al., 2000;Moon et al., 2000a). Par contre, le ko conditionnel de fgf8 dans l’AER
montre que celui-ci est nécessaire pour le maintien de l’expression de Shh dans la ZPA
(Lewandoski et al., 2000;Moon et al., 2000b). Certains gènes codants pour des
antagonistes des BMPs, comme formin et/ou gremlin (Hsu et aï., 199$;Hsu et al., 1999),
semblent requis pour l’établissement de la boucle de régulation entre Shh-Fgfs. Le gène
formin est muté dans le mutant 11mb deformity (ld) (Vogt et al., 1993), dont l’AER
désorganisé n’exprime que Fg/8, pas Fgf4, et où l’expression de Shh est également
diminuée (Zuniga and Zeller, 1999). Aussi, sans gremiin, l’AER devient rapidement
désorganisé et l’expression de FgJ8 n’est pas maintenue (Khokha et al., 2003). Le gène
Gremlin est aussi requis pour le maintien de l’expression de Fgf4 dans l’AER (partie
postérieure), et on pense que ces molécules permettent la survie de l’AER en
contrecarrant l’effet répressif des BMPs sur l’AER (Zuniga et al., 1999;Pizette and
Niswander, 1999).
Il est important de noter que Shh n’est requis ni pour l’initiation du
développement des bourgeons des membres, ni pour l’établissement initial de la polarité
A/P parce qu’en absence de $hh, les embryons ont des membres et il y a quand même
une certaine polarité A/P (Welscher et al., 2002a). $hh n’est pas non plus impliqué dans
la spécification des structures proximales puisque celles-ci sont totalement intactes en
son absence (Chiang et al., 2001;Kraus et al., 2001). Par contre, Shh est absolument
requis pour le maintien de la croissance et de la spécification des structures
21
intermédiaires (zeugopode) et distales (autopode) (Chiang et al., 2001 ;Lewis et al.,
2001;Kraus et al., 2001;Ros et al., 2003).
1.4.3 L’ectoderme dorsal et ventral
L’asymétrie Di’V est évidente chez l’humain, le dos et la paume de la main
représentant le côté dorsal et ventral respectivement. Les muscles, les tendons et les
autres structures sont également orientés dans l’axe D/V. Grâce à des manipulations
chirurgicales chez le poulet, on sait maintenant que la polarité D/V est sous le contrôle de
molécules exprimées dans l’ectoderme de surface non-AER (dorsal et ventral) (Maccabe
et al., 1974;Pautou, 1977;Geduspan and Maccabe, 1989): lorsqu’on inverse les
ectodermes, il y a inversion de l’axe (Maccabe et al., 1974) ; si on remplace l’ectoderme
ventral par l’ectoderme dorsal, on obtient une main double-dorsale et inversement,
double-ventrale. La spécification D/V est séquentiellement contrôlée par des signaux
provenant des somites, de la somatopleure et de l’ectoderme non-AER.
Wnt7a est exprimé spécifiquement dans l’ectoderme dorsal (Dealy et al.,
1993 ;Pan et al., 1993) et induit l’expression de Lmx]b (une facteur de transcription de la
famille lim-homéodomaine) dans le mésenchyme sous-jacent (mésenchyme dorsal)
(Riddle et al., 1995;Vogel et al., 1995). Les expériences de perte de fonction chez la
souris et les expériences de surexpression ectopique chez le poulet ont démontré que
Wnt7a et Lmx]b sont impliqués dans la spécification de l’identité dorsale du membre
(Parr et al., 1993;Parr and McMahon, 1995;Riddle et al., 1995;Vogel et al., 1995;Chen et
al., 1998;Chen and Johnson, 1999). De plus, Lmxlb est muté dans certains cas de
syndrome onycho-osteo-dysplasie héréditaire (« nail patella syndrome ») (Dreyer et al.,
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1998;Vollrath et al., 1998), et la perte de fonction chez la souris a un phénotype similaire
au syndrome humain (Chen et al., 1998). L’ectoderme ventral exprime quant à lui En].
Ce gène semble requis pour la spécification ventrale puisque les embryons En]-/- ont un
phénotype double-dorsal (Loomis et al., 1996). Son rôle serait d’inhiber l’expression de
Wnt7a (Loomis et al., 1996;Cygan et aï., 1997;Logan et al., 1997;Loomis et al., 199$).
L’expression de En] dans l’ectoderme ventral est sous le contrôle de la voie des BMPs
via BmpRla (Ahn et al., 2001;Pizette et al., 2001).
1.4.4 Les gènes Meis et la spécification proximale
Tout le programme distal impliquant $hh n’est pas requis pour le développement
des structures proximales (Chiang et al., 2001;Lewis et al., 2001;Kraus et aï., 2001). Il
existe un programme proximal qui implique les protéines MeisiPbx/Hox. L’activité
transcriptionnelle des protéines Pbx est entre autre régulée via sa localisation cellulaire
l’interaction avec des protéines de la famille Meis permet sa translocation au noyau
(Berthelsen et al., 1999). Le complexe Pbx/Meis nucléaire va réguler la transcription de
gènes cibles en interagissant notamment avec certains Hox (Chang et aï., 1997;Williams
et aï., 2005). Ainsi, même si Pbx est exprimé dans tout le mésenchyme des membres, la
protéine Pbxl est nucléaire seulement dans la partie proximale du bourgeon parce que
l’expression de Meis]/2 est restreinte à la partie proximale du bourgeon (Mercader et al.,
1999). Les embryons Pbx]-/- ont des malformations squelettiques au niveau du stylopode
(proximal), tandis que les éléments distaux sont parfaitement normaux (Selleri et al.,
2001). De plus, l’expression ectopique des Meis dans la partie distale réprime le
programme distal d’expression des gènes (Capdevila et al., 1999;Mercader et al.,
1999;Mercader et aÏ., 2000). On sait depuis longtemps qu’il y a de l’acide rétinoïque à la
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base du membre, où elle est synthétisée par la Raldh2 (Niederreither et al., 2002), grâce
aux souris RaRf3 LacZ (Rossant et al., 1991). Il existe en fait un gradient P/D d’acide
rétinoïque dans le membre, parce que l’enzyme Cyp26b, qui médie sa dégradation, est
exprimée dans la partie distale (Swindell et al., 1999). Ce gradient participe à la
restriction de l’expression des gènes Meis dans la partie proximale des membres
(Mercader et al., 2000;Qin et al., 2002). Il existe donc un antagonisme entre le
programme proximal (Meis/Pbx/Hox) qui dépend de l’acide rétinoïque, et le programme
distal (Shh dépendant) qui dépend des Fgfs.
1.4.5 Liens entre centres organisationnels
Il existe des liens importants entre chacun des centres organisationnels
mentionnés précédemment (Niswander, 2002). Ce phénomène est illustré par l’existence
d’une boucle de régulation entre l’AER et la ZPA (boucle de régulation Fgfs-$hh). En
effet, Shh est important pour le maintien de l’expression des Fgfs dans l’AER (via
l’expression de Gremiin) et les Fgfs participent à l’initiation et surtout au maintien de $hh
dans la ZPA (Laufer et al., 1 994;Niswander et al., 1 994a;Chiang et al., 2001 ;Kraus et al.,
2001;Sun et al., 2002;Boulet et al., 2004). Des signaux provenant de l’ectoderme dorsal
participent également à la régulation de l’expression de Shh, Wnt7a étant requis pour
obtenir un niveau maximal d’expression (Parr et al., 1995;Yang and Niswander, 1995).
Donc, les Fgfs (croissance P/D) et Wnt7a (différentiation D/V) permettent le
positionnement exact de la ZPA dans la partie dorsale, mais surtout distale, du
mésenchyme des bourgeons des membres. Par ailleurs, la formation de l’AER et la
polarité DN sont également initiées par des mécanismes communs : la voie des BMPs
contrôle l’axe D!V en permettant la restriction de Wnt7a dans l’ectoderme dorsal, et elle
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participe aussi à l’induction de fgJ8 dans le pré-AER (Ahn et al., 200 1;Pizette et al.,
2001). Il existe donc une certaine coordination entre les centres organisationnels qui est
essentielle pour le développement normal des bourgeons, en permettant la croissance et
la spécification nécessaires à la complexité du membre mature.
1.5 Détermination de l’identité des membres
Les membres antérieurs et les membres postérieurs ont des morphologies et des
fonctions très différentes dans la plupart des espèces. C’est particulièrement évident chez
le poulet où il y a des distinctions évidentes entre les ailes et les pattes, notamment au
niveau des éléments squelettiques (trois doigts vs quatre doigts), des muscles, des
tendons et de l’épiderme (plumes vs écailles). Très tôt, les bourgeons des membres
antérieurs et postérieurs sont très similaires et les différences morphologiques ne
deviennent apparentes que plus tard. Pourtant, la décision de devenir un membre
antérieur ou postérieur se fait très tôt, au stade le plus précoce de l’initiation des
membres, dans le mll, avant même l’apparition des bourgeons: des expériences de
transplantation chez le poulet ont montré que des cellules provenant du territoire
présomptif du membre antérieur, transplantées de façon ectopique dans le flanc,
produisent toujours un membre antérieur (le résultat réciproque est obtenu pour les
membres postérieurs) (Hamburger, 193$). De plus, si on transplante du mésoderme de
membre antérieur sous de l’ectoderme postérieur, le membre aura une identité antérieure
(même au niveau de l’ectoderme) et vice versa, ce qui prouve que l’identité est induite
par le mésoderme et non l’ectoderme (Zwilling, 1956a;Zwilling, 1956b), et l’ectoderme
prend l’identité du mésenchyme (Saunders et al., 196$).
25
En fait, la plupart des gènes ont le même patron d’expression dans les membres
antérieurs et postérieurs (Margulies et al., 2001). Aussi, globalement, les structures
osseuses sont similaires : un stylopode avec un seul os (humérus ou fémur), un
zeugopode composé de deux os (radius/cubitus ou tibiaipéroné) et un autopode composé
de plusieurs doigts. Par contre, des différences moléculaires spécifiques doivent exister
pour créer les différences morphologiques observées. Les cellules des membres
antérieurs et celles des membres postérieurs répondent aux mêmes signaux de croissance
et de spécification provenant des centres organisateurs communs aux deux types de
membres (comme l’AER et la ZPA), et malgré tout, elles produisent quand même des
structures caractéristiques à chaque membre (Logan, 2003). Depuis quelques années, on
connaît certains gènes qui sont exprimés spécifiquement dans les membres antérieurs ou
postérieurs. Pitxl, un membre de la famille des protéines à homéodomaine, est
spécifiquement exprimé dans tout le mésenchyme des membres postérieurs (Lamonerie
et aï., 1996;Szeto et al., 1996;$hang et al., 1997). Les molécules de la famille des Tbx,
soient TbxS et Tbx4 sont également spécifiquement exprimées dans tout le mésenchyme
des membres antérieurs et postérieurs respectivement (Simon et al., 1997;Isaac et al.,
1998;Gibson-Brown et al., 1998a;Logan et al., 199$b;Takabatake et al., 2000;Ruvinsky
and Gibson-Brown, 2000a). Cette spécificité d’expression se retrouve dans la plupart des
espèces de vertébrés, des poissons à l’humain.
Des expériences montrent que des facteurs provenant des structures médianes
(mésoderme intermédiaire et mésoderme somitique) sont impliqués dans la détermination
de l’identité des membres, probablement en contrôlant l’expression de Fitx]/Tbx4 et
TbxS. Aussi, lors de transplantations de mésenchyme, leur expression est stable et
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maintenue, correspondant toujours à l’identité postérieure pour Fitxl/Tbx4 et antérieure
pour Tbx5 (Isaac et aï., 199$;Gibson-Brown et al., 1998a). Il est possible d’induire des
membres ectopiques en appliquant des billes de Fgfs dans le flanc embryonnaire.
L’identité de ces membres dépend du niveau rostro-caudal où les billes ont été appliquées
et elle corrèle toujours avec l’expression de Fitxl/Tbx4 pour les membres postérieurs et
Tbx5 pour les membres antérieurs (Cohri et al., 1995:Ohuchi et al., 1995). De plus,
lorsqu’on surexprime Piixi ou Tbx4 dans les membres antérieurs, où ils ne sont pas
normalement exprimés ou TbxS dans les membres postérieurs, on observe une
transformation partielle des ailes en pattes et vice-versa (Logan and Tabin,
1999;Takeuchi et al., 1999). Enfin, les embryons Pitx]-/- montrent une transformation
partielle des pattes postérieures en pattes antérieures (Szeto et al., 1999;Lanctot et al.,
1999b). Donc, à cause de leur patron d’expression si spécifique et des résultats de
surexpression ectopique chez le poulet et de perte de fonction chez la souris, on pense
que Fitxl et Tbx1 (probablement en agissant de concert) sont les déterminants des
membres postérieurs et Tbx5, celui des membres antérieurs. Certains gènes Hox sont
également différentiellement exprimés dans les membres antérieurs et postérieurs (Tabin,
1989;$imon and Tabin, 1993;Nelson et al., 1996). Par contre, ils ne sont pas exprimés
dans tout le mésenchyme de chacun des bourgeons et ils sont exprimés relativement tard.
Ils pourraient plutôt se situer en aval des molécules qui dictent l’identité. On sait qu’ils
sont importants pour la spécification et/ou la croissance de différents segments P/D des
membres. Ils pourraient agir en régulant de façon différentielle les niveaux de
prolifération locale et les propriétés d’adhésion cellulaire, qui pourraient être importantes
pour la spécification précise de l’identité (Logan, 2003).
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1.6 Rôles des Pitx au cours du développement embryonnaire
1.6.1. Famille des Pitx
Les protéines à homéodomaines jouent un rôle fondamental au cours du
développement, autant chez les vertébrés que chez les invertébrés, en contrôlant
différents processus de spécification de segments et la détermination de différents types
cellulaires (Banerjee-Basu and Baxevanis, 2001). Ce sont des facteurs de transcription
qui lient spécifiquement l’ADN grâce à un motif conservé hélice-boucle-hélice appelé
homéodomaine (Banerjee-Basu et aÏ., 2001). Les membres les plus connus de cette
famille de facteurs de transcription sont les gènes du complexe Hox. Les Fitx font partie
de la classe «paired» des homéodomaines ; ils appartiennent à la sous-famille bicoïde
puisque leur homéodomaine ressemble à celui du gène de drosophile bicoide (Drouin et
al., 1998c). Cette sous-famille est caractérisée par la présence d’une lysine en position 50
de l’homéodomaine qui dicte la spécificité de liaison à l’ADN (reconnaît la séquence
TAAT/GCC où le premier C est reconnu par la lysine) (Hanes and Brent, 1 9$9;Treisman
et al., 1989). La sous-famille bicoïde ne comprend que quelques membres chez les
vertébrés dont les PiÉx, goosecoïde et les Otx (Drouin et al., 1998e). La famille des Pitx
comprend trois membres, soient Pitx] (Ptxl/P-Otx/Backfoot), Pitx2 (P1x2, Rieg, Arpi) et
Pitx3 (P1x3). Les Pitx sont très homologues au niveau de leur homéodomaine (voir figure
1.3, p.28). Par contre, ils diffèrent dans leurs parties amino et carboxy-terminales. In
vitro, les trois protéines ont une capacité de liaison à l’ADN et une activité
transcriptionnelle similaire (Drouin et al., 1998a;Drouin et al., 1998b;Tremblay et aï.,
2000). Comme les Piix reconnaissent un site de liaison à 6 pb (relativement fréquent dans
le génome), on pense que leur activité de liaison à l’ADN est modulée par des
interactions protéines-protéines.
2$
a) Pïtxla
93%
figure 1.3: La famille Pitx:
Le gène Fitx] code pour deux isoformes qui diffèrent dans l’exonl (en N-terminal)
parce qu’ils utilisent deux promoteurs différents et deux ATG différents (a). Le gène
Pitx2 (70% d’homologie avec Pitx]) code pour 3 isoformes: le a et le b proviennent
d’épissage alternatif, et le c provient de l’utilisation d’un promoteur et d’un ATG
différent. L’hornéodomaine de Pitx2 a 95% d’homologie avec celui de Pitx] (b). Les
deux isoformes du gène Pitx3 (57% d’homologie avec Pitx]) codent pour une seule et
même protéine, mais en utilisant deux promoteurs différents qui s’expriment dans
différents tissus. L’homéodornaine de Pitx3 a 93% d’homologie avec celui de Pitx]
(c). La boîte hachurée correspond aux parties d’exons codant pour l’homéodomaine.
ATG
Pitxlb P2 lb 2
Inspiré de Tremblay et aI 2000
b) Pitx2a
(70%)
Pitx2b
Pitx2c
c) Pitx3a
(57%)
Pitx3b
Inspiré de Liu W et aI 2003
Drouin J et aI 1998
Inspiré de Coulon V et al
(manuscrit en préparation)
Drouin J et al 1998
Les exons rouges sont conservés parmi chaque isoformes.
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1.6.2 Pitxl
F11x1 a été cloné et caractérisé au laboratoire pour son rôle dans la transcription
du gène hypophysaire de la POMC (Flx]) (Lamonerie et al., 1996). Il a également été
cloné suite à un double-hybride avec Pitl, un facteur de transcription de la famille Pou
exprimé spécifiquement dans l’hypophyse (F-Otxl) (Szeto et al., 1999). Fiixi est
exprimé dans deux domaines distincts au cours du développement embryonnaire, dans un
domaine antérieur et un postérieur (voir figure 1.4 a, p.3O). Dans la partie antérieure,
FiIx] est exprimé dans le stomodeum et ses dérivés, comme l’ectoderme oral, la poche de
Rathke et l’hypophyse, le palais et l’épithélium olfactif ainsi que dans certaines cellules
du mésenchyme de la première arche branchiale, la mandibule et la langue qui
proviennent de la crête neurale (Lanctot et al., 1997). Dans l’hypophyse, Fiix] est
exprimé dans toutes les cellules, et non pas seulement dans les cellules corticotropes qui
expriment la POMC (Lamonerie et al., 1996;Tremblay et al., 1998;Lanctot et al., 1999a).
Il est également exprimé dans la plupart des cellules en culture dérivées de l’hypophyse,
avec des niveaux d’expression plus élevés dans les cellules modèles gonadotropes
comme les Œ-T3 et les L13T2 (Tremblay et al., 199$). Dans la partie postérieure, Fitxl est
exprimé très tôt, avant e7, dans le mil postérieur dont une partie formera les membres
postérieurs et plus tard, dans tout le mésenchyme de ces membres (et pas dans le
mésenchyme des membres antérieurs) (Lamonerie et aï., 1996;Szeto et al., 1996;Lanctot
et aï., 1997;Shang et al., 1997). Filxl est également exprimé dans le tissu extra
embryonnaire, la paroi abdominale, les glandes surrénales, les poumons, le thymus et de
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antérieurs
Lanctot C et al 1999
-I-
Adapté de Marcil A et al 2003
e)
fémur droit fémur gauche
+1+__
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Lanctot C et al 1999
Figure 1.4: Pitxl: Pitxl est exprimé spécifiquement dans le mésenchyme des
membres postérieurs (flèche noire), vs celui des membres antérieurs (flèche
blanche) au cours du développement embryonnaire. Il est également exprimé dans
le mésenchyme de la première arche branchiale ainsi que dans l’ectoderme oral
(astérisque*) (a). Les ko Pitx] ont une hypoplasie de la mandibule (astérisque*) et
des anomalies au niveau des pattes postérieures (flèche noire) (b). L’identité des
membres postérieurs des embryons Pitx]-/- est partiellement transformée en
identité antérieure. Ces transformations sont caractérisées par l’absence de
cartilage au niveau de l’articulation du genou qui font que celui-ci ressemble à un
coude, ainsi que la grosseur relative du tibia (T) et du péroné (ou fibula (F)) qui
ressemble plus à celle du radius (R) et du cubitus (ou ulna (U)) (c). Au niveau
moléculaire, l’expression de Tbx4, un gène spécifiquement exprimé dans les
membres postérieurs, est diminué dans les embryons Pitx]-/- (d). Il existe
également une asymétrie gauche/droite dans la pénétrance du phénotype, le fémur
droit étant beaucoup plus réduit que celui de gauche par exemple (e).
b) +1+ ou +1-
c)
Marcil A non-pub1i
Lanctot C et al 1999
postérieurs
Coude
-I-
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R
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façon transitoire dans le pelvis et dans le sinus urogénital, ainsi que dans certains organes
internes du système gastro-intestinal comme l’intestin, l’estomac et la vessie (Lanctot et
al., 1997;Shang et aï., 1997).
Fitx] active la transcription de plusieurs gènes hypophysaires en liant la séquence
TAAT/GCC sur l’ADN et en coopérant par des interactions protéines-protéines avec des
facteurs de transcription spécifiques à chaque lignée hypophysaire. Par exemple, Pitxl
interagit avec NeuroD 1 (via le bHLH ubiquitaire Panl dans l’hétérodimère NeuroD/Pan)
(Poulin et al., 2000) et TPit (Tbox) (Lamolet et al., 2001) dans les cellules corticotropes
pour activer la transcription de la POMC; Pitxl interagit aussi avec SF1 (steroidogenic
factor 1, récepteur nucléaire) dans les gonadotropes pour activer le promoteur de la LI-113
(Tremblay et al., 1998;Tremblay et al., 1999;Tremblay and Drouin, 1999). Pitxl interagit
avec Pitl (facteur de la famille Pou) dans les somato-lactotropes (somatotropes,
thyrotropes et lactotropes) pour activer la transcription du promoteur de la pro-lactine
(PRL) (Szeto et al., 1996;Tremblay et al., 199$). Ce code combinatoire permet
l’expression spécifique des hormones dans chacune des lignées hypophysaires. Donc,
plusieurs gènes cibles ont été identifiés dans l’hypophyse (PRL, a-GSLI POMC, GFL
TSH/3 LH/3 FSH/3 et GnRHR) et la plupart du temps, on a identifié un site précis
semblable au consensus qui semble médier l’action de Pitxl (Lamonerie et al.,
1996;Tremblay et aï., 199$;Melamed et al., 2002;Zakaria et al., 2002;Jeong et al., 2004).
Par exemple, dans les cellules u-13 (précurseurs de cellules gonadotropes), des
expériences d’antisens ont montré qu’en plus de réguler le gène de la flLH, Pitxl était
important pour l’expression de 1’ a-GSU et de Lhx3, et un site précis dans le promoteur de
l’a-G$U a été identifié (Lamonerie et al., 1996;Tremblay et aï., 199$) (l’a-GSU est la
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première sous-unité hormonale à être exprimée dans l’hypophyse à cl 1.5). Par contre,
dans le cas du GnRHR, aucun site précis n’a été identifié, mais une interaction entre Pitxl
avec APi (c-jun) suggère que celui-ci pourrait agir comme un co-facteur (Jeong et al.,
2004).
Pitxl contient deux domaines de trans-activation dans la partie amino et carboxy
terminale respectivement, et seulement un de ces deux domaines est requis pour
l’activation d’un promoteur simple comme l’élément central provenant du promoteur de
la POMC trimérisé. Cependant, sur les promoteurs plus complexes comme celui de la
LHf3, le domaine d’activation situé dans la partie amino-terminale ne semble pas
suffisant pour la trans-activation (les deux domaines d’activation pourraient être actifs
selon le contexte du promoteur) (Tremblay et al., 1999).
Il existe deux isoformes de Piix], Fllx]b étant généré par l’utilisation d’un
promoteur alternatif Ces isoformes sont différents dans la partie amino-terminale
(Tremblay et al., 2000) (voir figure 1.3 a, p.2$). Par contre, aucune différence entre les
deux isoformes n’a été trouvée jusqu’à maintenant: ils ont une spécificité de liaison à
l’ADN semblable in vitro et ils trans-activent de la même façon les différents promoteurs
hypophysaires. L’activité transcriptionnelle de Pitxl ne semble donc pas dépendre de la
partie amino-terminale (Tremblay et al., 1999;Tremblay et al., 2000)
Le patron d’expression de Pitx] est particulièrement intéressant au niveau des
membres. C’est un des rares gènes, avec Tbx4, à être exprimé spécifiquement dans le
mésenchyme des membres postérieurs (GibsonBrown et al., 1996;Simon et al.,
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1997;Lanctot et aï., 1997;Shang et aï., 1997;Gibson-Brown et al., 1998a). Des
expériences de perte de fonction par recombinaison homologue chez la souris ont permis
de montrer que Fitxl joue un rôle important dans la spécification de l’identité des
membres postérieurs en absence de Pitxl, les membres postérieurs sont transformés
partiellement en membres antérieurs (Szeto et al., 1999;Lanctot et aï., 1999b) (voir
figure 1.4, p.30). L’analyse détaillée des embryons Pitx]-/- montre que globalement, les
bourgeons de ces membres postérieurs sont plus petits et plus étroits que ceux des
embryons de type sauvage, ce qui suggère un rôle possible de Fitxl dans la croissance.
Par ailleurs, les membres postérieurs sont plus courts et l’ossature ressemble plus à des
membres antérieurs il y a des changements structuraux dans la forme, la grosseur et le
diamètre relatifs des os tibialpéroné (qui sont de même grosseur, comme les os
radius/cubitus des membres antérieurs); il y a également des altérations au niveau de la
spécification de l’articulation du genou (absence de rotule) et au niveau de l’autopode
proximal (apparition d’un simili-pisiforme) qui suggèrent l’apparition d’une identité
antérieure, puisque ces structures (rotule dans membres postérieurs et pisiforme dans
membres antérieurs) sont conservées au cours de l’évolution et sont des caractéristiques
spécifiques à chaque membre (Szeto et al., 1999;Lanctot et aï., 1999b). La grosseur du
pelvis et la longueur des os longs comme le fémur sont aussi réduites, par contre, leur
morphologie est normale. Aussi, il est intéressant de noter que le phénotype est
asymétrique les pattes droites sont presque toujours plus affectées que celles de gauche
(c’est évident par rapport à la longueur du fémur, voir figure 1.4 e, p.3O). Au niveau
moléculaire, on remarque une diminution de l’expression de Tbx4, l’autre molécule
exprimée uniquement dans les membres postérieurs (voir figure 1.4 d, p.3O). Les
embryons Pitx]-/- ont également des défauts au niveau cranio-faciaÏ fente palatine,
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langue raccourcie et fourchue et hypoplasie de la mandibule. Ces embryons meurent
d’insuffisance respiratoire juste après la naissance.
Chez le poulet, des expériences de surexpression ectopique dans les membres
antérieurs (ailes) ont permis de soutenir le rôle de Plu] dans la spécification de l’identité
des membres postérieurs puisque celles-ci entraînent des transformations partielles des
ailes en pattes (Logan et al., 1999;Takeuchi et al., 1999). Cette transformation
s’accompagne d’une induction de l’expression de Tbx4, et de certains Hox qui sont
habituellement restreints aux membres postérieurs. Il est intéressant de noter que Pitx2,
même s’il est très semblable à Pitx], n’est pas capable d’induire ni les transformations
phénotypiques, ni l’expression de Tbx4 dans ces mêmes expériences (Logan et aÏ., 1999).
D’autres molécules sont exprimées spécifiquement dans le mésenchyme des
membres postérieurs et ces molécules pourraient également jouer un rôle dans la
spécification de l’identité postérieure il y a Tbx4 et certains gènes Hox dont Hoxc]O et
Hoxci]. Le modèle actuel prône que Flux] et Tbx4 agiraient de façon coordonnée pour
dicter l’identité des membres postérieurs, et que les Hox spécifiques se situeraient en aval
dans ce processus (Logan et al., 1999). Par contre, on ne connaît aucune cible
transcriptionnelle directe pour chacun de ces facteurs et donc, c’est un processus très peu
connu à l’heure actuelle. Quelques études ont tenté de faire la lumière sur les différences
entre les membres antérieurs et les membres postérieurs, dont une étude où on comparait
les niveaux d’expression des ARNm, avec l’aide de SAGE (Serial Analysis of Gene
Expression), entre les deux types de mésenchyme. Malheureusement, à part les gènes
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déjà connus pour être différentiellement exprimés (Piixi, Tbx4/5, certains Hox), aucun
nouveau gène n’est ressorti de cette étude (Margulies et al., 2001).
1.6.3 Pitx2
Pitx2 a été cloné par plusieurs groupes tout d’abord par clonage positionnel afin
d’identifier le gène causant le syndrome de Rieger (Rieg) (Semina et al., 1996), en
cherchant de nouvelles homéoprotéines à partir d’une banque d’ADN d’hypophyse
(Ptx2) (Gage and Camper, 1997) et aussi comme une cible du gène Ail], impliqué dans
les leucémies (Arpi) (Arakawa et al., 199$). Tout comme Pitxl, Pitx2 est exprimé dans
la poche de Rathke et l’hypophyse (voir figure 1.5 a, p.36). En plus, P11x2 est exprimé
dans le mésenchyme péri-oculaire, l’épithélium dentaire, les épithélia de la mandibule et
du maxillaire, le cordon ombilical et les membranes extra-embryonnaires (Semina et aï.,
1996;Gage et al., 1997). Ces patrons d’expression sont conséquents avec les phénotypes
observés chez les patients qui souffrent du syndrome de Rieger. Pitx2 est également
exprimé dans les somites et dans les myoblastes en migration au niveau des membres,
dans la langue et dans certains neurones du cerveau (Semina et aï., 1996;Gage et ai.,
1997;Westmoreland et al., 2001;Nicholson et al., 2001;Martin et al., 2002). Enfin, Pilx2
est exprimé dans le mll, principalement du côté gauche, et cette expression asymétrique
est maintenue dans les organes dérivés comme le coeur, les intestins et les poumons
(Yoshioka et al., 1998;Patel et al., 1999;Lu et al., 1999b).
Plusieurs groupes ont publié les résultats de perte de fonction du gène Pitx2 et les
embryons meurent à e14.5. L’utilisation d’un allèle hypomorphe (néo) qui permet à
quelques embryons homozygotes néo/néo de survivre jusqu’à la naissance (Pi) a permis
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Figure 1.5: Pitx2: Pitx2 est exprimé à elO dans la région de la cavité abdominale
(flèche noire) et au niveau cranio facial (astérisque*), à elY.5 dans l’oeil (flèche
blanche), dans les somites et les myoblastes en migration (têtes de flèches noires)
(a). fl est également exprimé de façon asymétrique dans le mil de gauche (b). Les
embryons Pitx2-/- ont de multiples anomalies: rotation incomplète de l’embryon
(flèche recourbée), mauvaise fermeture de la cavité abdominale (flèche noire) (c);
nombreuses malformations cardiaques, dont la formation des deux ventricules du
côté droit (mais ils sont bien formés) (d); isomérisme pulmonaire droit (e);
hypoplasie de la mandibule (astérisque*) et épaississement de la cornée au niveau
des yeux (flèche noire) (f). R: Right, L: left, sp: splanchnopleure, bw: body wall,
rv: rigth ventricule, lv: left ventricule, n: nasal structure, md: mandibule.
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de déterminer que différents dosages de Pitx2 étaient requis pour le développement de
différents organes (Gage et al., 1999). Les embryons Pitx2-/- ont plusieurs phénotypes
(voir figure 1.5, p.36) : une absence de fermeture au niveau de la paroi abdominale (là où
s’attache le cordon ombilical), une perte d’asymétrie de différents organes (isomérisme
pulmonaire droit, position du coeur altérée, problèmes de rotation des intestins), un
blocage dans la détermination et la prolifération de l’hypophyse et des dents, problèmes
importants au niveau du développement des yeux (qui sont plus petits et mal orientés, la
cornée est plus épaisse et il y a absence des muscles péri-oculaires) et du développement
cranio-facial (voir figure 1.5, p.36) (Lin et al., 1999;Kitamura et al., 1999;Gage et aï.,
1999;Lu and Martin, 1999a). Les phénotypes observés concordent avec les anomalies
décrites pour le syndrome de Rieger, un syndrome autosomal dominant: hypoplasie des
dents, léger dimorphisme cranio-facial, anomalies de la chambre antérieure de l’oeil qui
causent le glaucome, problèmes au niveau du cordon ombilical et anomalies cardiaques
(Lin et al., l999;Kitamura et al., 1999;Gage et al., 1999;Lu et ai, 1999b). De plus, même
les embryons Pit2±/- ont parfois un phénotype aux yeux et aux dents, ce qui rappelle ce
syndrome (Gage et al., 1999). L’analyse des ko a également permis à plusieurs groupes
de caractériser le rôle essentiel de Pitx2 dans la détermination de l’asymétrie
gauche/droite, où il semble être un facteur de transcription important en aval de la
cascade de signalisation Shh/Nodal impliquée dans l’asymétrie des organes dérivés du
mli (Meno et al., 1998;Yoshioka et aï., 1998;Patel et aï., 1999). Enfin, la surexpression
ectopique de F11x2 dans le mil de droite change la rotation du coeur et des intestins, et
l’expression de P11x2 dans les mutants ayant des défauts de latéralité corrèle avec les
changements d’asymétrie observés, ce qui confirme le rôle essentiel de Pitx2 dans la
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spécification de l’asymétrie gauche/droite (Meno et al., 1998;Piedra et al., l99$;Ryan et
al., 1998;Logan et al., 1998a;Campione et al., 1999;Lu et aï., 1999b;Linask et al., 2002).
F 11x1 et Fitx2 sont co-exprirnés dans certaines régions du stomodeum et ses
dérivés: la poche de Rathke et l’hypophyse, l’épithélium oral et olfactif (voir figure 1.6
a, p.39) (Suh et al., 2002). Aussi, F11x2 est très homologue à Fiix] , particulièrement dans
l’homéodomaine qui dicte la liaison à l’ADN (voir figure 1.3 a et b, p.28). Il n’est donc
pas étonnant de constater qu’ils ont des fonctions redondantes, notamment lors du
développement de l’hypophyse. Si dans le ko F11x1, la formation de la poche de Rathke
s’effectue normalement et quasi normalement dans les Fitx2néo/néo, dans les embryons
Filxl-/-,Fitx2néo/néo, la poche de Rathke est hypoplasique, comme dans les embryons
Pitx2-/- (voir figure 1.6, p.39). Le dosage total des Filx semble donc important pour
l’expansion précoce de la poche de Rathke (Suh et al., 2002).
Il existe trois isoformes de F11x2, soit F11x2 a, b et e. Ces isoformes proviennent
d’épissage alternatif (a et b) et de l’utilisation d’un promoteur différent (e) (Semina et aï.,
l996;Gage et al., 1997;Arakawa et al., 1998). Ils diffèrent dans la partie amino-terminale
mais sont identiques dans leur homédomaine et dans la partie carboxy-terminale (voir
figure 1.3 b, p.28). Chez la souris, Filx2e est le seul isoforme exprimé de façon
asymétrique, à gauche dans le mll et dans les organes dérivés de ce tissu, tandis que les
trois isoformes sont co-exprimés dans le mésenchyme de la tête, l’ectoderme oral, le
cordon ombilical, les yeux et le système nerveux central (Liu et al., 2001). Chez le
poulet, Filx2c est également exprimé de façon asymétrique dans le mésenchyme de la
tête, et Filx2a est le seul à être exprimé dans le mésoderme extra-embryonnaire ; il ne
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Figure 1.6 Redondance entre Pitxl et Pitx2 dans l’hypophyse:
Pitx] et Pitx2 sont co-exprimés dans toute la poche de Rathke à e12,5 (a). Pitx2
est important pour le développement de l’hypophyse. La grosseur de la poche de
Rathke dépend du dosage de Pitx2: de gauche à droite, on voit une hypophyse
normale à e 12,5 dans les embryons de type sauvage, ,ensuite celle d’embryons
Pitx2néo/néo est normale, celle des embryons Pitx2néo/- est beaucoup plus petite
et celle des embryons Pitx2-/- est totalement hypoplasique (b). Les Pitx sont
redondants au cours du développement de l’hypophyse: de gauche à droite, on
voit la poche de Rathke normale, celle des embryons Pitx]-/- est normale, celle
des embryons Pitx2néo/néo est également normale, par contre celle des
embryons Pitx]-/-;Pitx2néo/néo est hypoplasique, de façon semblable à ce qu’on
peut observer chez les embryons Pitx2-/-.
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semble pas exister de Fitx2b (Yu et al., 2001). Il existe donc des différences importantes
entre les espèces.
Un groupe a effectué l’inactivation spécifique de chaque isoforme chez la souris
afin de déterminer le rôle de chacun. La double-inactivation des isoformes a et b produit
des phénotypes cranio-faciaux (fissure du palais) et oculaires (Liu et al., 2003). Par
contre, contrairement au ko total qui est léthal à e14.5, certains embryons Fitx2ab-/-
réussissent à survivre et ceux-ci sont fertiles. Ceci a permis de faire l’inactivation de
l’isoforme e dans un fond génétique où les isoformes a et b sont délétés. Les résultats
montrent que l’important, au cours du développement, serait la quantité totale de Pitx2,
plutôt qu’une fonction spécifique de chaque isoforme. Ainsi, en utilisant un allèle néo
hypomorphe pour l’isoforme e, ils ont démontré que différents organes nécessitent des
seuils de concentration différents le coeur nécessite de faibles concentrations de Fitx2c
tandis que les poumons et l’intestin en nécessitent beaucoup plus. Ainsi, en augmentant
la concentration en Fitx2c, le phénotype au niveau du duodénum passe d’un arrêt de la
rotation à une rotation aléatoire puis à une rotation inverse et finalement à une rotation
normale (Liu et al., 2001;Liu et al., 2002). Malgré l’absence de données qui montrent
une spécificité d’action de chaque isoforme in vivo, plusieurs groupes ont récemment
montré que les trois isoformes de Fitx2 ont des activités transcriptionnelles différentes
selon les promoteurs et selon les types cellulaires. Par exemple, une des cibles de Fitx2
dans le coeur est le promoteur de l’ANF (Ganga et al., 2003 ;Toro et aÏ., 2003 ;Toro et al.,
2004). Les trois isoformes activent la transcription de ce promoteur (avec des efficacités
variables), mais seulement l’isoforme e est capable de synergiser avec Nhc2.5 (celui-ci
inhibe même l’activation par l’isoforme a) (Ganga et al., 2003). La même chose a été
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observée avec le promoteur de la procollagen lysyl hydroxylase (PLOD1) (Hjalt et al.,
2001;Cox et al., 2002;Ganga et al., 2003). D’autres gènes cibles de Fitx2 ont été trouvés,
notamment dans l’hypophyse où Pitx2 active l’expression de facteurs de transcription
importants pour la différenciation des différentes lignées hypophysaires, comme Fit] et
Gata2 (Suh et al., 2002;Quentien et al., 2002). Enfin, Pitx2 semble également impliqué
dans la voie Wnt/3-caténine au cours du développement hypophysaire et cardiaque. Pitx2
remplacerait sur certains promoteurs, dont celui de la cyctineD2, les membres de la
famille Lef/Tcf pour médier les effets transcriptionnels de la -caténine. Ceci expliquerait
la diminution de prolifération observée au niveau de ces organes dans les embryons
Fitx2-/- (Kioussi et al., 2002;Briata et al., 2003 ;Baek et al., 2003).
1.6.4 Pitx3
Le dernier membre de la famille a été identifié par criblage de banques d’ADN
pour des séquences similaires aux PIIx (Semina et al., 1997). Fitx3 est exprimé dans l’oeil
(lentille), les somites et les muscles, la langue et spécifiquement dans les neurones
dopaminergiques du mésencéphale (Semina et aL, 1997;van den Munckhof et al., 2003).
Il existe une souris mutante (aphakia) qui contient une délétion du promoteur en 5’ de
Fitx3 (Semina et aï., 1997;Semina et al., 2000). Dans ces souris, l’expression de Fitx3 est
très fortement diminuée dans le cerveau et dans l’oeil. Ces souris ont de petits yeux sous-
développés sans lentilles ((Semina et al., 1997;Semina et aï., 2000) ainsi qu’une perte de
neurones dopaminergiques avec un phénotype qui ressemble à celui du Parkinson (van
den Munckhof et al., 2003). Ceci concorde bien avec les résultats qui montrent que Pitx3
agit directement sur le promoteur de la TH (tyrosine hydroxylase), une enzyme
spécifiquement exprimée dans les neurones dopaminergiques, qui participe à la synthèse
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de la dopamine (Lebel et al., 2001). Des mutations dans la séquence codante du gène
Fitx3 ont également été impliquées dans le syndrome ASMD (« anterior segment
mesenchymal dysgenesis ») et dans certaines cataractes ($emina et al., 199$).
1.7 Facteurs de transcription à boîte T (Tbx)
1.7.1 Généralités
Les protéines à boîte T sont des facteurs de transcription impliqués dans plusieurs
processus au cours du développement embryonnaire. Par exemple, brachyury (T), qui est
le membre fondateur de cette famille, est essentiel pour la spécification du mésoderme
puisque les embryons ko n’ont pas de structures d’origine mésodermale (Herrmann,
1992). Tbx4 et Tbx5 appartiennent à cette famille. Tbx5 est exprimé spécifiquement dans
les membres antérieurs, tandis que Tbx4 est exprimé spécifiquement dans les membres
postérieurs (GibsonBrown et al., 1 996;Gibson-Brown et al., 1 99$a;Gibson-Brown et al.,
1 998b). Tbx4 et Tbx5 font partie d’une sous-famille qui comprend les gènes Tbx2/3/4 et
5, qui forment deux paires de gènes provenant de la réplication d’une duplication en
tandem ancestrale. Chez la souris, TbxS et Tbx3 se retrouvent sur le chromosome 5,
tandis que Tbx4 et Tbx2 sont sur le chromosome 11 (Agulnik et al., 1 996;Ruvinsky and
Silver, 1997). Plusieurs membres de la famille des Tbx ont été impliqués dans des
syndromes ou des maladies humaines (Isphording et al., 2004): au laboratoire, nous
avons identifié TPIT comme étant responsable d’une déficience hypophysaire isolée en
ACTH (Pulichino et al., 2001;Lamolet et al., 2001;Pulichino et al., 2003a;Pulichino et
al., 2004); TBX3 est impliqué dans le syndrome radio-mammaire caractérisé par un
développement anormal des bras et des glandes mammaires (Bamshad et aï.,
1995;Bamshad et al., 1997;Bamshad et aÏ., 1999); TBX5 est muté chez les patients qui
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souffrent du syndrome HoIt-Oram (HOS) (Basson et al., 1997;Li et al., 1997) tandis que
TBX4 est muté dans le syndrome coxo podo patellaire (« small patella syndrome »)
(Bongers et al., 2004). Les protéines Tbx2 et Tbx3 ont été caractérisées comme des
répresseurs transcriptionnels, tandis que Tbx5 et Tbx4 sont des activateurs de la
transcription.
1.7.2 TbxS
Outre son expression dans les membres antérieurs, Tbx5 est également exprimé
dans le coeur (Chapman et al., 1996;Li et al., 1997). Ainsi, le syndrome Holt-Oram est
caractérisé par de sévères anomalies cardiaques en plus de malformations aux bras (perte
du pouce, diminution de la taille du radius) (Basson et al., 1997;Li et al., 1997). Le ko de
Tbx5 a démontré son rôle essentiel pour la croissance des bourgeons des membres
antérieurs dans les embryons TbxS-/-, le territoire présomptif des membres antérieurs est
spécifié, mais ceux-ci ne poussent pas (Agarwal et al., 2003). Ces embryons meurent
assez tôt vers elO.5 en raison d’anomalies cardiaques. Un ko conditionnel dans les
membres a donc été effectué et aucune structure osseuse ne se développe dans les
membres antérieurs de ces embryons (même l’élément le plus proximal comme la
jonction articulaire de l’épaule est absente) (Rallis et al., 2003). Tbx5 est donc un gène
essentiel pour la croissance des membres antérieurs et ce rôle semble conservé dans
plusieurs espèces puisqu’une mutation chez le zebrafish «heartstrings» causant des
malformations au coeur ainsi qu’une absence de nageoires pectorales (l’équivalent des
membres antérieurs chez les poissons) est également due à une mutation dans ce gène
(Garrity et al., 2002).
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Ces études ont montré qu’au niveau moléculaire, Tbx5 est important pour initier
l’expression de FgflO dans le mésenchyme des membres antérieurs (Agarwal et aï.,
2003;Rallis et al., 2003), empêchant ainsi l’initiation de l’expression de Fgf8 dans
l’AER, ce qui expliquerait l’absence de croissance des membres antérieurs (Agarwal et
al., 2003). L’action de TbxS serait directe puisqu’il existe sur le promoteur de Fgf]O un
site pour les boîtes T permettant son l’activation en transfection transitoire (Ng et al.,
2002;Agarwal et al., 2003). Ce promoteur contient également des sites Lefi et Tcfl, ce
qui suggère une régulation additionnelle par la voie Wnt (Ng et al., 2002 ;Agarwal et aï.,
2003). Donc, une interaction entre Tbx5 et la voie de signalisation Wnt permettrait
d’initier l’expression de fgf]O et par le fait même la croissance des membres dans la
partie antérieure (Ng et aï., 2002;Garrity et al., 2002;Takeuchi et al., 2003;Agarwal et
al., 2003;Rallis et al., 2003)
Par ailleurs, des études de gain de fonction chez le poulet avaient plutôt démontré
que Tbx5 jouait un rôle dans la spécification de l’identité des membres antérieurs puisque
lorqu’on le surexprime dans les membres postérieurs, il y a transformation partielle en
pattes antérieures (Rodriguez-Esteban et al., 1999;Takeuchi et al., 1999). Par contre, les
expériences de perte de fonction chez la souris ne nous permettent pas de déterminer si ce
rôle est conservé à cause de l’absence de membres dans les embryons TbxS-/- (Agarwal
et al., 2003;Rallis et al., 2003). Cependant, les molécules caractéristiques des membres
postérieurs comme Fiixi et Tbx4 ne sont pas induites, ce qui semble indiquer qu’il n’y a
pas de changement d’identité en absence de Tbx5 (Agarwal et al., 2003). De plus, un
article récent montre qu’il est possible de remplacer Tbx5 par Tbx4 et que ces embryons
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développent des membres antérieurs avec une identité antérieure, indiquant que Tbx5
n’est pas essentiel pour spécifier l’identité antérieure (Minguillon et al., 2005).
1.7.3 Tbx4
Tbx4 est exprimé spécifiquement dans les bourgeons des membres postérieurs.
Par rapport à Pitxl, cette expression est plus tardive et plus restreinte seulement au
mésenchyme des bourgeons (Lanctot et al., 1997). Tbx4 est également exprimé dès e7.5
dans l’allantoïs, ainsi que dans le mésenchyme de la mandibule, dans le mésenchyme des
poumons, dans une partie du coeur (qui va donner l’aorte) et dans la paroi abdominale
(Naiche and Papaioannou, 2003). Il est impliqué dans le syndrome coxo podo patellaire
caractérisé par une absence ou une hypoplasie de la rotule et des anomalies aux hanches
(pelvis et fémur) et aux pieds (grand espace entre le gros orteil et le deuxième doigt de
pied et quatrième et cinquième doigts de pied plus courts) (Bongers et al., 2004).
Des expériences de gain de fonction chez le poulet ont montré que, de façon
similaire à Pitxl, la surexpression de Tbx4 dans les membres antérieurs amène une
transformation partielle de l’identité antérieure en identité postérieure. Donc. Piixl et
Tbx4 semblent tous les deux impliqués dans la spécification de l’identité des membres
postérieurs (GibsonBrown et aï., 1996;Ohuchi et aï., 1998;Gibson-Brown et al.,
199$a;Rodriguez-Esteban et al., 1999;Takeuchi et al., 1999;Niswander, 1999). Le ko de
Pitxl a permis de confirmer ce rôle dans la spécification de l’identité des membres
postérieurs. Par contre, le ko de Tbx4 est létal vers elO.5 (Naiche et al., 2003), ce qui
empêche de connaître son rôle exact dans le processus de spécification des membres. Par
contre, quand on remplace TbxS par Tbx4 dans les membres antérieurs, ceux-ci se
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développent et ont une identité antérieure, ce qui signifie que chez la souris, Tbx4 n’est
pas suffisant pour transformer l’identité antérieure en identité postérieure (Minguillon et
al., 2005). Aussi, l’étude d’autres marqueurs moléculaires dans les embryons Tbx4-/-
montre que l’expression de Pitx] est également intacte et celle de Tbx5 n’est pas induite,
ce qui semble indiquer que l’identité postérieure des membres est intacte, même en
absence de Tbx4. Les embryons Tbx4-/- n’ont aucun phénotype jusqu’à e$, où un
problème à l’allantois devient évident (les embryons meurent à elO.5 à cause d’un
problème dans la fusion chorioallantoïque) (Naiche et al., 2003). Entre 29 et 32 somites,
juste avant de mourir, les embryons ko ont des bourgeons de membres postérieurs bien
visibles, ce qui prouve que ceux-ci sont initiés normalement même en absence de Tbx4.
De plus, les bourgeons des membres postérieurs entre 27 et 29 somites sont de grosseur
comparable à ceux des embryons de type sauvage. Par contre, il semble qu’en culture,
ces bourgeons aient un potentiel de croissance moindre comparativement aux contrôles,
suggérant un rôle pour Tbx4 dans la croissance. Au niveau moléculaire, contrairement au
ko Tbx5, l’expression de FgJ8 dans l’AER est tout à fait normale. L’expression précoce
de Fgf]O est aussi normale, mais celle-ci n’est pas maintenue dans le mésenchyme des
membres (Naiche et al., 2003). Par ailleurs, il existe des liens entre Tbx4 et Fgfl O dans le
poumon où l’expression ectopique de Tbx4 induit l’expression de fgflO (Sakiyama et al.,
2003). Il est donc possible que Tbx4 régule également Fgf]O dans les membres
postérieurs, de façon similaire à Tbx5 dans les membres antérieurs, même si les résultats
préliminaires du ko ne semblent pas en accord avec cette hypothèse. Aussi, chez le
poulet, la surexpression de Tbx4 dans le flanc, comme celle de Tbx5, est suffisante pour
induire la formation d’un membre ectopique, suggérant que Tbx4 est capable de jouer un
rôle similaire à celui de Tbx5 dans la croissance des membres (Takeuchi et al., 2003).
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Ceci a été confirmé récemment par une étude de surexpression de Tbx4 dans les membres
antérieurs où Tbx5 était absent. Cette étude confirme que Tbx4 est capable de remplacer
Tbx5 dans la croissance des membres antérieurs (Minguillon et al., 2005). Par ailleurs,
dans les embryons Tbx4-/-, l’expression de Tbx2 est également diminuée et dHand
devient exprimé sur toute la largeur du membre au lieu d’être restreint à la partie
postérieure (même si G1i3 est exprimé normalement), ce qui semble aussi impliquer Tbx4
dans la spécification A/P des membres postérieurs (Naiche et al., 2003).
1.8 Perspectives évolutives
Les premiers membres sont apparus, au cours de l’évolution, sur des poissons.
Les premiers poissons à développer une paire de nageoires, il y a 400 millions
d’années, s’appelaient les osteostracans et faisaient partie de la famille des agnathans
(Coates, 1994;Ruvinsky et al., 2000b). Ces poissons ne possédaient pas de mâchoires et
n’avaient qu’une seule paire de nageoires pectorales (qui correspondent aux membres
antérieurs); il n’existe aucune évidence que les poissons de cette espèce aient possédé des
nageoires pelviennes (membres postérieurs), ce qui semble indiquer que les membres
antérieurs sont arrivés avant les membres postérieurs au cours de l’évolution (Coates,
1 994;Ruvinsky et al., 2000b). Plus tard, certains poissons primitifs appelés gnathostomes
ont possédé à la fois une mâchoire et deux paires de membres soit des nageoires
pectorales et des nageoires pelviennes (Coates, 1994;Ruvinsky et al., 2000a). Il est
intéressant de noter qu’au cours de l’évolution, deux régions comme la mâchoire et les
membres postérieurs, caractérisées par une expression commune de PitxJ, semblent être
apparues dans la même période.
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Par ailleurs, on pense que la duplication des deux locus Tbx4/5 et Tbx2/3 pour
donner les quatre gènes distincts que l’on connaît maintenant serait arrivée avant, ou en
même temps que l’apparition des nageoires pelviennes. L’apparition du programme de
croissance des membres dans un domaine où Pitx] était déjà présent aurait permis aux
gènes Piix et Tbx de co-évoluer et de co-opérer dans l’établissement de l’identité des
membres postérieurs (Ruvinsky et al., 2000a).
Récemment, plusieurs résultats sont parus portants sur un petit poisson fort
intéressant, le «stickleback ». Ce poisson est particulièrement étudié dans le domaine de
l’évolution puisqu’à l’intérieur de cette même espèce, il existe des individus qui ont
acquis des caractéristiques morphologiques différentes selon leur vie en eau douce (dans
des lacs) ou en eau salée (dans les mers) (Peichel et aï., 2001;Cole et aï., 2003;Shapiro et
al., 2004). Ces modifications sont notamment visibles au niveau de la structure du pelvis
et des membres postérieurs : absence de membres postérieurs chez les poissons d’eau
douce et présence chez les poissons d’eau salée (Secko, 2004). L’analyse de croisements
entre ces deux variétés d’individus a démontré que l’absence de membres postérieurs
chez les poissons d’eau douce était corrélée à une perte d’expression de Pitxl dans la
région pelvienne, Piix] étant normalement exprimé dans les régions antérieures, et
aucune mutation n’a été détectée dans la séquence codante. Ces résultats suggèrent qu’un
changement dans la régulation précise de l’expression de Pitx] dans cette région pourrait
être responsable du phénotype observé. (Cole et al., 2003;Shapiro et al., 2004;Colosimo
et aï., 2004;Cresko et al., 2004).
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1.9 Hypothèses de travail:
Pitx] et Pitx2 sont deux facteurs de transcription partageant une homologie de
95% dans leur homéodomaine. On a observé dans les embryons Fitxl-/- une asymétrie au
niveau de la pénétrance du phénotype, les membres postérieurs gauches étant plus
sévèrement affectés que ceux à droite. Comme Fitx2 est exprimé de façon asymétrique
dans le mll de gauche et que les membres se développent à partir d’un sous-ensemble de
ces cellules, Pitx2 pourrait compenser pour la perte de Pitx] à gauche. À mon arrivée au
laboratoire, les souris Piixl-/-;Fitx2+/- et Fitxl-/-,Pitx2néo/néo avaient été générées afin
de répondre à cette hypothèse. De façon surprenante, au lieu d’obtenir un phénotype où
les membres sont également affectés des deux côtés, le phénotype des membres
postérieurs des embryons double-mutants était beaucoup plus sévère que celui du simple
mutant Pitx]. Le phénotype squelettique de ces mutants est caractérisé, dans les cas les
plus extrêmes, par la perte du doigt # 1 (le doigt le plus antérieur), du tibia et du fémur et
ce, autant à gauche qu’à droite; il ne reste plus qu’un seul os (la fibula) qui relie le bassin
à l’autopode. L’expression de nombreux gènes importants pour le développement des
membres avait été évaluée, et très peu étaient perturbés. Suite à l’analyse des doubles
mutants, la nécessité d’opter pour une approche globale sera discutée. Enfin, l’étude du
locus Tbx4, dans la perspective de sa régulation transcriptionnelle par Pitxl, sera
également présentée.
nChapitre 2
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Chapitre 2 Matériel et méthodes
2.1 Souris
Les embryons Fitxl-/- et Pitx2-/- et leurs phénotypes respectifs ont déjà été
décrits (Gage et al., 1999; Lanctôt et al., 1999b). Le génotypage des embryons a été
effectué par PCR tel que décrit précédemment (Gage et al., 1999; Lanctôt et al., 1999b)
en utilisant l’ADN génomique isolé de queues des nouveaux-nés ou du cordon umbilical
et/ou des membranes amniotiques des embryons disséqués. Des réactions de PCR
séparées ont été effectuées pour le génotypage Piixi et Pitx2. Toutes les souris utilisées
dans cette étude provenaient d’un fond génétique mixte. L’âge approximatif des
embryons était déterminé par les dates d’apparition d’un bouchon vaginal chez la
femelle : à midi de cette journée, la portée était considérée à eO,5. L’âge des embryons
a par la suite été évalué de façon plus précise en comptant le nombre de somites, en
commençant à 13 pour le 1er somite situé après le bourgeon de membre antérieur
(Lewandoski et al., 2000).
2.2 Whole-mount
Les hybridations in situ whole-mount ont été effectuées telles que décrites dans
les protocoles du laboratoire du Dr. Janet Rossant. Ce protocole est disponible à l’adresse
suivante http ://www.rnshri. on.ca/develop/rossant/protocols.htrnl. Les sondes ARN sont
synthétisées par transcription in vitro en incorporant un nucléotide marqué, le Dig-UTP
et sont purifiées en utilisant les colonnes Nuc Trap (Stratagene). Parmi les sondes
utilisées, la sonde fgf8 provient de chez G. Martin, la sonde Msx2 de chez R. Maas, la
sonde FgflO de chez N. Itoh, et la sonde G1i3 de chez C.C I-lui. Brièvement, les
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embryons sont fixés dans 4% PFA dans PB$. Suite à un traitement à la protéinase K (10
tg/jil de 2 à 10 minutes (min.), selon la grosseur des embryons), suivi d’un lavage
(glycine 2 mg/ml), les embryons sont refixés (0,2% glutaraldéhyde et 4% PFA dans
PBS), lavés (0,1% Triton dans PBS), pré-hybridés pendant au moins 1 heure dans le
tampon d’hybridation (50% formamide, 0,75 M NaCl, 10 mM PIPES, 1 mM EDTA, 100
tg/ml ARNt, 0,05% héparine, 0,1% BSA, 1% SDS) et hybridés toute la nuit à 65°C dans
le tampon d’hybridation avec la sonde (pré-chauffée à 80°C 10 min.). Les embryons sont
par la suite lavés abondamment (0,1% Triton dans PBS), incubés avec un anticorps UL
Dig couplé à la phosphatase alcaline (Roche), relavés et la révélation est faite avec le
substrat BM Purple (Roche).
2.3 Immunohistochimie
Les immunohistochimies ont été réalisées tel que décrit précédemment (Lanctot et
al., 1997;Marcil et al., 2003 ;Pulichino et al., 2003b). Le BrDU (50 jig par g de souris) a
été injecté aux femelles gestantes de façon intra-péritoniale 1 heure avant qu’elles soient
sacrifiées. L’apoptose a été détectée en utilisant le kit Apoptotag (Intergen), en suivant
les recommendations du manufacturier. Les anticorps utiliés ont été dilués dans 5% BSA
et 0,2% Tween20 dans PBS : a-BrDU (Boebringer, dilué 1 :10), a-PH3 (Cell Signaling,
dilué 1 :100), a-souris biotinilé (Vector, dilué 1 :150) et la streptavidine-HRP (Perkin
Elmer, diluée 1 :1000).
2.4 Génération des anticorps
Les anticorps polyclonaux ont été générés et purifiés tel que décrit précédemment
(Lanctot et al., 1999a;Lamolet et al., 2001). Brièvement, deux lapins (A et B) ont tout
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d’abord été injectés avec 100 .ig de MBP-Pitxl pleine longueur (la construction a déjà
été décrite (Tremblay et al., 1999)), suivi de 3 rappels subséquents. La purification des
anticorps a été effectuée en utilisant des colonnes MBP-Sepharose, pour se débarrasser
des anticorps qui reconnaissent la partie MBP de l’épitope injecté, et ensuite des colonnes
GST-Pitxl-Sepharose, pour retenir spécifiquement les anticorps qui reconnaissent Pitxl.
2.5 Extraits nucléaires et immunoprécipitation
Les extraits nucléaires ont été faits à partir de cellules AtT2O, Œ-T3, L, 293 ou
directement à partir de bourgeons de membres (les pattes arrières étaient préalablement
disséquées, coupées et homogénéisées au Dounce), tel que décrit précédemment (Poulin
et al., 2000). Les cellules sont tout d’abord rincées au P35 froid avant d’être fixées (ou
non) avec 1% formaldéhyde dans PBS à 4°C. Elles sont resuspendues 15 min. dans le
tampon A (10 mM HEPES pH 7,9, 10 mM KC1, 0,1 mM EGTA, 0,5 mM PMSF, 1 mM
DTT, et 10 tg/m1 d’inhibiteurs de protéases (leupeptin, aprotinin et pepstatin). Ensuite,
du NP-40 est rajouté (0,1% final) et les cellules sont vortexées vigoureusement. Les
noyaux sont resuspendus dans le tampon B (10 mM HEPES pH 7,9, 0,1 mM EGTA, 0,4
M NaCl, 0,5 mM PMSf, 1 mM DTT et inhibiteurs de protéase) pendant 30 min.. Les
protéines nucléaires se retrouvent dans le surnageant.
Habituellement, 500 j.ig d’extraits nucléaires sont utilisés par réaction
d’immunoprécipitation (IP). Ils sont dilués avec du TEN (50 mM Tris pH 8, 0,5 mM
EDTA, 0,1% NP-40) pour obtenir une concentration finale de 150 mM NaCl. Suite à
l’incubation avec l’anticorps, les complexes anticorps-protéines sont immunoprécipités
en rajoutant des billes d’agarose couplées aux protéines A!G (Santa Crnze) pendant 1
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heure, suivi de 2 lavages avec TNEN 250 (50 mM Tris pH 8, 250mM NaCI, 0,5 mM
EDTA, 0,1% NP-40) et 1 lavage TNEN 125 (50 mM Tris pH 8, 125mM NaCI, 0,5 mM
EDTA, 0,1% NP-40). Les billes sont ensuite resuspendues dans du tampon Laemli et
analysées par Western blot.
2.6 Western blot
Les Western blots ont été faits tel que décrit précédemment (Tremblay et al.,
1998). En bref 100 ng d’extraits nucléaires provenant de cellules 293 transfectées avec
les vecteurs d’expression de Pitxl/2 et 3 respectivement ou 50 jig d’extraits nucléaires
provenant de cellules AtT2O ou de mésenchyme de membres sont dénaturés dans du
tampon Laemli (contenant 1% $DS et 1% 13-mercaptoéthanol). Les échantillons sont
déposés sur un gel SDS-PAGE 10% dénaturant (migration: 125 V, 1 heure 30 min. dans
mini-protéans Bio Rad). Les protéines sont ensuite transférées sur une membranes PVDf
(Amersham) par électro-transfert (transfert: 100 V, 1 heure 15 min. dans tampon de
transfert (25 mM Tris-HC1 pH 8,4, 192 mM Glycine, 20% ethanol (vol./vol.))). Les
membranes sont bloquées avec du 5% lait et 0,1% Tween20 dans PBS. Les anticorps
utilisés sont dilués dans 5% lait et 0,1% Tween20 dans PBS : anticorps primaire Pitxl
dilué 1 :2500 ; anticorps secondaire Œ-lapin-HRP ou protéine A/G-HRP dilués 1/30000.
La révélation se fait en utilisant le kit ECL-plus (Amersham).
2.7 Immunoprécipitation de la chromatine (ChIP)
Le protocole de ChIP a été adapté de (Thomas et al., 2001) et de UpState
Technology. Brièvement, i07 cellules (AtT2O ou u-T3) sont fixées avec du 1%
formaldéhyde dans PBS froid (10 min.); la fixation est arrêtée avec de la glycine (125
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mM dans PB$). Les cellules sont resuspendues 5 min. dans le tampon A (0,25% Triton,
10 mM Tris-HC1 pH 8, 10 mM EDTA, 0,5 mM EGTA, 0,5 mM PM$F et inhibiteurs de
protéases). Les noyaux sont resuspendus 30 min. dans le tampon B (200 mM NaCl, 10
mM Tris-HC1 pH 8, 1 mM EDIA, 0,5 mM EGTA, 0,5 mM PMSF et inhibiteurs de
protéases). Ensuite, les extraits sont resuspendus dans le tampon C (0,5% SDS, 0,5%
Triton, 0,05% NaDOC, 140 mM NaCI, 10 mM Tris-HC1 pH 8, 1 mM EDTA, 0,5 mM
EGTA, 0,5 mM PMSF et inhibiteurs de protéases) et ils sont soniqués (5 fois 20
secondes à force 5 avec le Sonic Dismembrator, Fischer), afin d’obtenir des fragments
d’ADN entre 500 et 1000 pb (évaluation par gel d’agarose). Les débris sont éliminés par
centrifugation (25 min.) et les extraits sont mélangés avec 30 fl de billes Sépharose
couplées aux protéines A, pendant 15 à 30 min. (< pré-clear »), pour diminuer le niveau
de liaison non-spécifique. L’IP se fait durant toute la nuit avec 6 jig d’anticorps Œ-Pitxl,
et les complexes sont récupérés en rajoutant 80 pi de billes protéine A-Sépharose pendant
3 heures (dans 5 ml de tampon C). Les billes sont récupérées dans des eppendorfs, et
lavées abondamment (Wl : 0,5% NP-40, 150 mM KC1, 10 mM Tris-HCI pH 8, 1 mM
EDTA ; W2: 0,5% Triton, 0,1% NaDOC, 100 mM NaCl, 10 mM Tris-HC1 pH 8 ; W3:
0,5% Triton, 0,1% NaDOC, 400 mM NaCI, 10 mM Tris-HC1 pH 8 ; W4: 0,5% NP-40,
0,5% NaDOC, 250 mM LiCl, 10 mM Tris-HC1 pH 8, 1 mM EDTA ; W5: 1% NP-40, 10
mM Tris-HC1 pH 8, 1 mM EDTA). L’élution et la rupture des liens covalents induits par
le formaldéhyde se font simultanément en chauffant les billes toute la nuit à 65°C avec
120 jil de tampon d’élution (1% SDS, 50 mM Tris-HC1 pH 8, 10m M EDTA). Enfin,
l’ADN est purifié soit par extraction phénol/chloroforme, soit en utilisant les colonnes
Qiaquick (Qiagen).
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Pour les double-ChIPs, l’élution se fait durant seulement 30 min. à 65°C dans le
tampon d’élution avec 0,5 mM PMSF et inhibiteurs de protéases). Le surnageant est
récupéré, mélangé 1 :1 (vol.Ivol.) avec le tampon D (1% Triton, 0,1% NaDOC, 280 mM
NaCl, 0,5 mM PMSf et inhibiteurs de protéases). Habituellement, 3 simples ChIP sont
regroupées après l’élution (pour avoir assez d’ADN à la fin) et tout le processus est
recommencé.
L’ADN récupéré est par la suite analysé par Q-PCR. Voici les oligonucléotides
utilisés: CGCTAAGCCTCTGTCCAGTTCTAA et GTTAGCACAGACCCGCTGAA
entourant le site Pitxl TAAGCC dans le promoteur POMC (cellules AtT2O);
ACCAAGTGCCATCCAATCACTG et GCCTGCAGTTAATAAAGTCTCCCAC
entourant le site Pitxl TAAGCT pour le promoteur de l’u-GSU (cellules Œ-T3);
TGATGGTGGGAATGGGTCAGAA et TCCATGTCGTCCCAGTTGGTAA pour la f3-
actine; ACAGGACTTACTCCACAGCCTA et AGTTGCTACTGCCTGCTGTT pour
TBP. Chaque paire d’oligonucléotides a été trouvée avec l’aide du programme Primer
Quest d’IDT (http://www.idtdna.com). Ils sont spécifiques, puisqu’ils n’amplifiaient
qu’un seul produit (courbe de dissociation Mx4000, $tratagene) avec la bonne taille (gel
d’agarose).
2.8 Clonage des ChIPs et hybridation des colonies
Le protocole de clonage a été adapté du protocole du laboratoire du Dr Peggy
Farnham, disponible à l’adresse suivante: http://www.protocol-online.org. Pour le
clonage, l’ADN de $ double-ChIPs a été regroupé. Les extrémités des fragments ont été
traitées à la T4 DNA polymérase (30 min. à 37°C) pour qu’elles deviennent franches. La
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ligation a été faite (16 heures à 16°C) avec le vecteur bluescript digéré Eco321
(isoschisomère de Ec0RV), déphosphorylé à la phosphatase alcaline (30 min. à 37°C).
Elle a été précipitée à l’éthanol afin de pouvoir transformer la moitié de la ligation dans
des bactéries électro-compétentes. Les bactéries ont été étalées sur des pétris avec
ampiciline.
Toutes les bactéries ont été repiquées, transférées sur membranes (Hybond N,
Amersham), dénaturées et fixées aux UV avant de faire l’hybridation. La sonde utilisée a
été marquée radioactivement en utilisant la méthode avec amorces aléatoires, à partir
d’un fragment provenant du vecteur a-GSUluciférase (Tremblay et al., 1998), et
purifiée sur colonne (Bio-spin, Bio Rad). Suite à la pré-hybridation, 500000 cpm de la
sonde dénaturée ont été utilisés par membrane. L’hybridation a été faite à 65°C (tampon
d’hybridation: 4X SET, 0,2% SDS, 0,1% NaPyrPO4, 100 ig/ml d’héparine), et après
plusieurs lavages (iX $$C/0,1% SDS et 0,IX SSC/0,l% SDS) à 65°C, les membranes
ont été exposées sur film X-Omat (Kodak).
2.9 Plasmides et oligos
Les plasmides rapporteurs du locus Tbx4 ont été générés comme suit: chaque
région a été amplifiée par PCR avec les oligonucléotides suivant: promoteur de 5 kb:
GCATGGTACCTGACTTCACCCATCCTTTCC et GCATCTCGA GCTTAGGAGCCCT
GTGACCGA; intron 1: CGTAGGTACCAGAGGGATGAGCTAAATAGCGGGCAAC
et GCATCTCGAGCTCCTGCGGGCACAGCACA; Région A: TCCGGTACCCAGAG
GAACCTGGCTGAAGA et TCCCTCGAGCCAAGAGTCAACAGGCCCTA; Région
B : ATAGGTACCTCCTCCCTGGGCAGTTTCAATT et ATACTCGAGCAGAGGGGA
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GGGTAGCTGAAAT; Région C: ATAGGTACCCCTCGGGATAGGGGTTGT et
ATACTCGA GGCTCAGTCCCCAGACAACTG; l’ajout d’une séquence correspondant
aux sites KpnI et XhoI (en italique dans la séquence) à l’extrémité de chaque
oligonucléotide a permis de cloner ces fragments, en amont du gène luciférase, dans les
sites KpnI et XhoI du vecteur pxp2. Le promoteur de 9,5 kb a été construit en ajoutant
4,5 kb, incluant la région A, amplifié par PCR avec les oligonucléotides
TCCGGA TCCCAGAGGAACCTGGCTGAAGA et TGACTTCACCCATCCTTTCC
clonés dans les sites BamHI et $mal du vecteur contenant le promoteur de 5 kb. Les
oligonucléotides sont synthétisés par la compagnie Bio Corp. Le vecteur d’expression
RSVPitxl a déjà été caractérisé (Lamonerie et al., 1996).
2.10 Culture cellulaire et transfections
Les cellules L, qui sont des fibroblastes de souris, ont été cultivées dans du
«Dulbecco’s modified Eagle medium» (DMEM) supplémenté avec 10% de serum de
veau foetal (FB$) et 1% pénicilline/streptomycine, tel que décrit précédemment
(Tremblay et al., 1999).
Ces cellules ont été transfectées par la méthode de précipitation au phosphate de
calcium. Brièvement, les cellules sont ensemencées à $0000 cellules par puits, dans des
plaques de 12 puits, 24 heures avant la transfection. Les précipités contiennent
habituellement 1,5 ,ig de plasmide rapporteur, de 50 à 500 ng de RSV_Pitxl complété
avec du vecteur RSV_vide pour avoir un total constant de 500 ng de vecteur d’expression
R$V, 12,5 ng de CMV 3gal comme contrôle interne et de l’ADN entraîneur (psp64)
jusqu’à un total de 3 jig par puit. Le milieu des cellules est changé une heure avant la
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transfection. Suite à la transfection, les cellules sont rincées au PBS après 24 heures, et
du milieu frais est remis sur les cellules pour un autre 24 heures (transfection de 4$
heures). Les cellules sont lysées en appliquant directement 200 tl de tampon d’essai
luciférase (100 mM Tris-HC1 pH $, 0,5% NP-40 et 5 mM DTT). 125 pi de lysat est
utilisé pour tester l’activité luciférase, avec un luminomètre LB953 de marque Berthold.
50 pi sont ensuite utilisés pour tester l’activité f3-galactosidase (kit Galacto-Star, Applied
Biosystems). L’activité luciférase est normalisée par l’activité t3-galactosidase. Les
résultats représentent la moyenne de 3 à 9 expériences, faites en duplicata, +1- l’erreur
standard sur la moyenne.
2.11 Analyses bio-informatiques
Les séquences utilisées proviennent des banques de données publiques, soit
UCSC, NCBI ou Ensembl. Le programme qui permet d’aligner les séquences de
différentes espèces est le programme Vista, disponible à l’adresse suivante
http://genorne.lbl.gov/vista. J’ai également utilisé le programme R-Vista (regulatory
vista) qui permet de chercher des sites de facteurs de transcription parmi les régions
conservées. Le programme de prédiction de promoteurs et de sites d’initiation que j ‘ai
utilisé se trouve sur le site de Berkeley drosophila genome project et s’appelle Neural
Network Promoter Prediction (http://www.fruitfly.org/seg tools/prornoter.html).
2.12 Extraction d’ARN et RT-PCR
L’extraction d’ARN, à partir de pattes arrières d’embryons (ell,5 ou e12,5), a été
faite en utilisant le TRIZOL (Invitrogen), en suivant les recommandations du
manufacturier. La synthèse d’ADN a été effectuée tel que décrit précédemment
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(Lamolet et al., 2001). Les réactions de RT-PCR ont été réalisées avec l’enzyme AMV
RT (Promega) en suivant les recommandations du manufacturier, en utilisant soit un
oligonucléotide polyT, soit un oligonucléotide spécifique à Tbx4. Les réactions de PCR
ont été effectuées en utilisant les oligonucléotides suivant: GCAGGCGAGAACTGATT
GAC et CTCTCGGACAGGCCCTTATC (l’oligonucléotide antisens dans l’exon 2 avec
l’ATG); GCAGGCGAGAACTGATTGAC, TAGGGCACAGGGCTGTAGAT et GTCT
GGACCTCAGAGGCTGT avec l’oligonucléotide antisens TCGCAGCTGTCAATCAG
TTC (dans le nouvel exon 1). Les réactions de PCR ont été faites avec 2,5 pi de la
réaction de RT ou 0,5 pi d’ADN génomique (BAC RP23-462012 contenant le gène
Tbx4), en présence de 50 pmoles de chaque oligonucléotide, 0,2 mM de dNTPs, 1 pi de
DMSO, 5 jil de tampon de réaction 1OX et lU de Taq polymérase (Invitrogen), dans un
volume total de 50 pi. Le programme de PCR utilisé : 1 min. à 94°C, 1 min. à 62°C, 30
sec. à 72°C pour 30 cycles. Les fragments d’ADN amplifiés ont été analysés sur gel
d’agarose 2%.
nChapitre 3
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Chapitre 3 : Résultats
3.1 Rôles des gènes Pit au cours du développement des membres postérieurs
3.1.1 Retard spécifique de fgf8 dans 1’AER des embryons Pitxl-/-;Pitx2+/-
L’expression de Fgf8 dans l’AER est essentielle à la croissance P/D des membres
(Martin, 199$;Lewandoski et al., 2000;Sun et al., 2002). De plus, Fgf8 est l’un des
premiers gènes à être exprimés dans l’AER (Heikinheimo et al., 1994;Ohuchi et al.,
1994;Crossley and Martin, 1995;Mabmood et aï., 1995;Vogel et al., 1996;Crossley et aï.,
1996). Puisque les bourgeons des membres des embryons Pitxl-/-, et de façon encore
plus importante ceux des embryons Fitxl-/-;Pitx2+/-, sont plus petits et plus étroits que
ceux des embryons de type sauvage, il était important d’étudier l’expression des gènes
impliqués dans la croissance des membres. Avant mon arrivée, on avait déjà vérifié
l’expression de fgJ8 tardivement, vers 40 somites, lorsque les bourgeons des membres
sont bien apparents (voir figure 4 b Marcil et aï., 2003 en annexe I, p.XIX) et celle-ci
n’était pas affectée dans les embryons mutants. Par contre, puisque les bourgeons des
membres postérieurs sont déjà plus petits à ce stade, on peut penser que le problème est
dû à un phénomène plus précoce, possiblement au moment de l’initiation des bourgeons.
D’ailleurs, dès que les bourgeons postérieurs deviennent visibles, ils sont déjà plus petits
(on peut le voir sur la figure 3.1 f, g et h, p.63). Comme le montre la figure 3.1 (a à h,),
l’expression de FgJ8 au moment de son initiation est légèrement diminuée dans les
embryons Pitxl-/- (b, d, g) et est retardée d’environ 3 à 4 somites dans les embryons
Pitx1-/-;Fitx2+/- (c, h) par rapport aux embryons de type sauvage (a, c, f). Ce retard est
spécifique aux bourgeons des membres postérieurs puisque dans ces embryons, il n’y a
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Figure 3.1: Retard spécifique de l’expression de fgf8 au moment de l’initiation
de I’AER dans les embryons Pitxl-/-;Pitx2+/-:
L’expression de Fgf8 est déjà apparente (bien que très faiblement) dans les embryons
contrôles à 25 somites ta) et pas encore dans les embryons Pitxl-/- du même âge (b).
A 22 et 30 somites, il y a une forte expression de Fgf8 dans l’AER des bourgeons des
membres postérieurs chez les contrôles (e et f). Cette expression est légèrement
diminuée dans les embryons Pitx]-/- (d et g). Dans les embryons Pitx]-/-;Fitx2+/-,
l’expression de fgf8 dans l’AER ne débute qu’à 29 somites (e) et est encore très faible
à 30 somites (h). Ceci représente presque 4 somites de retard par rapport aux
embryons de type sauvage. L’expression de Msx2, qui est également exprimé dans
l’AER est identique dans les embryons contrôle (j), dans les embryons PitxI-/- (j) et
dans les embryons Pitx]-/-;Pitx2+/- (k). Tous les embryons sont photographiés avec
une vue dorsale, la tête en haut. G = gauche, D = droite et som. = somites.
Pitxl-!-;Pitx2+/-
25 som.
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jamais de différence au niveau des membres antérieurs (ce qui concorde avec le patron
d’expression spécifique de Pitx] dans les membres postérieurs). De plus, ce retard est
spécifique à fgf8 puisque Msx2, qui est également exprimé dans l’AER aux mêmes
stades, n’est pas affecté dans les embryons mutants (figure 3.1 ï ‘j ,k, p.63), ce qui
suggère que ce retard n’est pas dû à un problème général dans la formation de l’AER.
3.1.2 L’expression précoce de fgflO dans le mésenchyme de la lame latérale
(mli) ne semble pas affectée dans les embryons Pitxl-/-;Pitx2+/-
Il existe une boucle de régulation entre fgflO dans le mésenchyme et Fgf8 dans
l’ectoderme (voir introduction section 1.4.1 L’AER, p.ll). Fgf]O est exprimé très tôt
dans le territoire présomptif des membres, avant même l’apparition des bourgeons; il
contrôle l’induction de l’expression de FgJ8 dans l’AER via la voie Wnt/f3-caténine
(Ohuchi et al., 1997;Kawakami et al., 2001). Les embryons Fgf]O-/- n’ont pas de
membres puisque l’expression de fgJ8 dans 1’AER n’est jamais initiée (Min et aï.,
1998;Sekine et al., 1999). Le retard dans l’induction de Fgf8 pourrait logiquement être
causé par un problème avec l’expression de fgf]O. Par contre, il n’y a pas de différence
significative dans l’expression de fgf]O à 25 et 26 somites, juste avant l’initiation de
l’expression de Fgf8, dans les embryons Pitx]-/-,P11x2+/- (voir figure 3.2, p.65). Donc,
le retard d’expression de fgJ8 ne semble pas dû à un problème avec l’expression de
FgflO.
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Contrôle
Figure 3.2: L’expression précoce de FgflO ne semble pas affectée dans les
embryons Pitxl-/-;Pitx2+I-:
FgflO est exprimé dans le mli au niveau du territoire présomptif des membres avant
que ceux-ci n’apparaissent. Fgf]O induit l’expression de Fgf8 dans l’AER. Malgré le
retard d’expression de Fgf8 (voir figure 3.1), l’expression de Fgf]O est semblable
dans les embryons contrôles (a et d), dans les embryons Pitx]-/- (b et e) et dans les
embryons Pitx]-/-;Pitx2+/- (c et f) au moment de l’initiation des membres, juste
avant l’induction de l’AER. Tous les embryons sont photographiés avec une vue
dorsale, avec ta tête en haut. G = gauche, D = droite et som. = somites.
Pitxl-/- Pitxl-/-;Pitx2+/-
fgflO
DI
25som. 25 son. 25 som.
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3.1.3 Analyse de la prolifération et de l’apoptose dans les embryons
Pitxl-/-;Pitx2+/-
Les bourgeons des membres sont des sites de prolifération très actifs au cours du
développement. L’étroitesse et la petitesse des bourgeons dans les embryons Pitxl-/
,Pitx2+/- pourraient provenir soit d’une diminution de la prolifération, soit de la présence
de mort cellulaire.
J’ai utilisé deux méthodes pour mesurer la prolifération. Tout d’abord, j’ai injecté
des souris gestantes avec du Brdu, qui est un nucléotide modifié qui s’incorpore dans
l’ADN lorsque les cellules synthétisent les brins d’ADN complémentaires lors de la
division cellulaire. Comme on peut le voir sur la figure 3.3, il n’y a pas de différence
significative pour la prolifération dans les embryons à e 10,5-11, la grande majorité des
cellules du bourgeon s’étant divisé durant l’heure suivant l’injection, autant dans les
embryons Fitxl-/-;Pitx2+/- (b) que dans les embryons de type sauvage (a). J’ai
également vérifié l’expression d’un autre marqueur de prolifération, le PH3 (phospho
histone 3). Cette histone est phosphorylée spécifiquement au moment de la condensation
des chromosomes pour la mitose (Nowak and Corces, 2004). Le marquage PH3 permet
donc de visualiser les cellules en division. Les résultats de la figure 3.3 montrent qu’il
n’y a pas non plus de différence dans l’index mitotique entre l’embryon contrôle (c) et
l’embryon Fiîxl-/-,Pitx2+/- (d).
Par ailleurs, j’ai également testé la présence de cellules en apoptose en faisant un
marquage TUNEL, qui permet l’identification des cellules dont l’ADN est fragmenté, ce
qui est une caractéristique des cellules apoptotiques (Gavrieli et al., 1992). Ce marquage
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Contrôle Pitxl-/-;Pitx2+/-
Brdu a b
d
TUNEL e f
Figure3.3: Analyse de la prolifération et de l’apoptose dans les embryons
Pitxl-/-;Pitx2+/-: La prolifération, teLle que mesurée par l’incorporation de
Brdu, est très forte au niveau des bourgeons des membres postérieurs
d’embryons à — e 10,5-11. 11 ne semble pas y avoir de différence entre
l’embryon contrôle (a) et l’embryon Pitxl-/-;Pitx2+/- (b). Une autre façon de
vérifier la prolifération est de regarder la phosphorylation de l’histone H3
(PH3). Les cellules positives représentent les cellules en divion active. II n’y a
pas de différence significative non plus entre l’embryon de type sauvage (e) et
l’embryon mutant (d). Enfin, l’apoptose a été étudiée par la méthode TUNEL.
Dans un bourgeon postérieur d’embryon de type sauvage à — e 10,5-1 1, on
n’observe pas vraiment d’apoptose (e). Par contre, dans les mutants, il y
apparition d’une zone d’apoptose qui se situe toujours à la base du membre,
dans la partie proximale, du côté dorsal (f).
6$
montre l’absence d’apoptose dans les embryons contrôles à elO,5-1 1 (figure 3.3 e,
p.67). Par contre, dans les embryons mutants (figure 3.3 f, p.67) il y a apparition d’une
zone d’apoptose dans la partie proximo-dorsale du bourgeon.
3.1.4 La signalisation antéro/postérieure (AIP) et dorso/ventrale (DIV)
sont intactes dans les embryons Pitxl-/-;Pitx2+/-
L’observation que les bourgeons des membres postérieurs des embryons Pitxl-/-,
et encore plus ceux des Fitxl-/-,Pitx2+/-, sont plus étroits dans l’axe A/P (la largeur du
bourgeon) que ceux des embryons sauvages est intrigante. La figure 4 a de l’article
Marcil et aÏ., 2003 (en annexe I, p.XIX), avec le marquage Tbx4, où les somites ont été
mis en évidence, permet de constater qu’il n’y a pas de différence dans la position rostro
caudale des membres postérieurs: ils sont toujours centrés autour du somite 27. Par
contre, il est évident que la limite antérieure du bourgeon est décalée : dans les embryons
de type sauvage, la limite antérieure du bourgeon se situe au niveau du somite 25; dans
les embryons Fllx]-/-, elle est au somite 26; dans les embryons Fitxl-/-;P11x2+/-, les
bourgeons débutent au somite 26V2 (plus postérieur). De plus, l’étude de marqueurs qui
sont exprimés différemment selon l’axe A/P du bourgeon a permis de déterminer que
l’étroitesse des bourgeons était due à une perte de mésenchyme antérieur (voir figure 5 a
et b dans Marcil et al., 2003 en annexe I, p.XIX). Un marqueur postérieur comme
Hoxc]1 illustre bien cette perte de mésenchyme antérieur: son expression est inchangée
dans les embryons mutants et débute toujours au niveau du somite 27, comme dans les
embryons de type sauvage, par contre, la proportion de mésenchyme qui exprime Hoxcil
est plus grande. C’est la même chose avec l’expression de Shh, un marqueur de la ZPA,
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Figure 3.4: La signalisation antéro/postérieure (AJP) et dorso/ventrale (DN)
sont intactes dans les embryons Pitxl-/-;Pitx2+/-:
G1i3 est exprimé dans la partie antérieure du bourgeon de membre dans un domaine
complémentaire à celui de ShÏi (ZPA). En comparaison avec l’embryon de type
sauvage ta), l’expression de G113 est inchangée et dans les embryons PitxJ-/- (b) et
dans les embryons Pitx]-/-;Pitx2+/- (c). Lmx]b est exprimé spécifiquement dans le
mésenchyme dorsal (embryon contrôle (d)). Son expression n’est pas différente ni
dans les embryons Pitxl-/- (e), ni dans les embryons Pitx]-/-;Pitx2+/- (f) (la partie
postérieure de cet embryon a été séparé du reste du corps). Tous les embryons sont
photographiés avec une vue dorsale, la tête en haut. La partie antérieure est vers le
bas et la partie postérieure vers le haut. En encart (d à f), il y a également une vue
ventrale des embryons montrant qu’il n’y a pas de changement DN dans
l’expression de Lmx]b. G = gauche, D = droite et som. = somites.
Contrôle Pitxl-/
)
Pitxl-/-;Pitx2+/-
Lmxl
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le centre organisateur situé dans la partie postérieure du bourgeon, important pour la
spécification A/P des membres. L’expression de Shh n’est pas vraiment affectée dans les
mutants. Par contre, la proportion de mésenchyme qui exprime Shh est plus élevée. Pour
vérifier si la signalisation A/P était affectée dans les mutants, j’ai vérifié l’expression de
G1i3, un marqueur spécifique du mésenchyme antérieur. G113 est exprimé dans la partie
antérieure du bourgeon dans un domaine complémentaire à celui de Shh. Comme on peut
l’observer dans la figure 3.4 a à c, l’expression de G1i3 est toujours présente dans les
embryons mutants. Donc, malgré la perte apparente de mésenchyme antérieur, la
signalisation A/P semble intacte.
La signalisation DN a été associée à la localisation de 1’AER. Certains mutants
ont à la fois un problème dans l’AER et dans l’axe D/V (Cygan et al., 1997;Loomis et
al., 199$). Par contre, autant les embryons Fibd-/- que les embryons Pit]-/-,Pitx2+/-
semblent avoir un AER intact. De la même façon, la signalisation D/V semble elle aussi
intacte puisque l’expression de Lmxlb, qui est exprimé spécifiquement dans le
mésenchyme dorsal, est inchangée dans les mutants (figure 3.4 d à f, p.69).
3.1.5 Retard important de croissance des membres postérieurs chez le seul
embryon Pitxl-/-;Pitx2-/- obtenu
Pendant les trois années de croisements, nous n’avons obtenu qu’un seul embryon
Piixl-/-;Fitx2-/-. Les simples ko Piixi et Fitx2 ne sont pas viables : les embryons Fitxl-/
meurent peu après la naissance d’insuffisance respiratoire (Szeto et al., 1999;Lanctot et
al., 1999b); les embryons Pitx2-/- meurent à e14.5 à cause d’anomalies cardiaques (Lin et
al., 1999;Kitamura et al., 1999;Gage et aï., 1999;Lu et al., 1999a). Donc, pour obtenir
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des embryons sans Fiixi ni Fitx2, il faut croiser des souris hétérozygotes pour chaque
allèle afin d’obtenir des double-hétérozygotes. Les souris hétérozygotes Fiix]+/- n’ont
aucun phénotype, tandis qu’il y a une très faible proportion de souris Fitx2+/- avec des
problèmes mineurs aux dents et aux yeux (Gage et al., 1999). Pourtant, nous n’avons
obtenu que 2% de double-hétérozygotes Fitx] +/-,Pitx2+/-, au lieu des 25% attendus par
le ratio Mendélien. Ce faible taux de survie pourrait mettre en évidence l’importance des
Fiix dans le mésenchyme extra-embryonnaire où ils sont tous les deux exprimés.
Comme on peut le voir dans la figure 3.5, la croissance des membres postérieurs
est grandement perturbée chez le seul embryon Fiixl-/-;Fiix2-/- obtenu (comparer la
figure 3.5 d à e, p.72). On détecte à peine un début d’expression de Fg/8 dans l’AER,
seulement dans le bourgeon de gauche, même si ces embryons sont à e12,5, soit deux
jours après le début de l’expression de Fgf8 dans l’AER chez les embryons de type
sauvage (où l’expression débute vers elO). Ce résultat confirme ceux obtenus avec les
embryons Pitxl-/-;Fitx2+/- (retard dans l’expression de Fgf8) et démontre le rôle
essentiel des Piix dans la croissance des membres postérieurs.
La très faible quantité d’embryons double-mutants qu’il est possible d’obtenir
avec les allêles existants nous empêche de pouvoir tester directement différentes
molécules candidates. De plus, les embryons Fitx]-/-,Fitx2+/- ne sont que partiellement
affectés en comparaison au Fitxl-/-;Fitx2-/- obtenu, et le phénotype de ces embryons est
de pénétrance variable (voir figure 3 de Marcil et aÏ., 2003 en annexe I, p.XIX).
D’ailleurs, ces études n’ont pas permis d’identifier de gènes cibles pour les Fitx dans les
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Figure 3.5: Retard important de croissance des membres postérieurs chez le seul
embryon Pitxl-/-;Pitx2-/- obtenu:
La croissance des membres postérieurs est grandement affectée dans l’embryon
Pitx]-/-;Pitx2-/- (d), en comparaison à ceux de l’embryon contrôle Pitx] +/-;Pitx2-/-
(c). fl y a un début d’expression de Fgf8 dans le bourgeon de gauche du double-
mutant, mais cette expression est grandement retardée comparativement au contrôle.
Ces embryons sont à e 12.5 et l’expression de fgf2 débute normalement vers elO. De
plus, il est intéressant de noter que le phénotype est encore aymétrique même si Pitx2
est totalement absent. Le contrôle est un embryon Pitx]+/-;Pitx2-/- car ceux-ci ne sont
pas affectés au niveau des membres postérieurs (comme les embryons de type
sauvage). Le retard de croissance observé en (d) est spécifique aux membres
postérieurs puisque les membres antérieurs de ce double-mutant (b) sont tout à fait
normaux (comme sur le contrôle en a). Les embryons Pitx2-/- ont des problèmes de
rotation, ce qui complique l’orientation, donc chaque membre a été identifié. G =
gauche et D = droite.
Pitxl+/- Pitx2-/-
-- r-
Pitxl-!- Pitx2-/-
.
—.
—
:
—..
G
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membres. Enfin, Fitx] n’est pas seulement important pour la croissance, il contrôle
également la spécification de l’identité des membres postérieurs (voir introduction
section 1.6.2 Pitxl
,
p.29) et nous ne connaissons presque rien de ce processus. Toutes ces
raisons nous ont poussé à adopter une approche plus globale pour trouver des gènes
cibles de Piix] dans les membres postérieurs.
3.2 Recherche de gènes cibles
Nous avons choisi d’utiliser la méthode d’immunoprécipitation de la chromatine
(ChIP), une technique de plus en plus utilisée pour trouver de nouveaux gènes cibles
(Boyd and famham, 1999;Kuo and Allis, 1999;Ren et al., 2000;Wells et aï.,
2000;Weinmann et al., 2001;Weinmann and famham, 2002;Stevens et al., 2004). La
technique de ChIP consiste à immunoprécipiter une protéine d’intérêt avec l’aide d’un
anticorps spécifique, à partir de cellules qui ont été fixées avec du formaldéhyde. Le
formaldéhyde permet de créer des liens covalents entre les protéines qui interagissent, et
entre les protéines et l’ADN qui sont en contact, et ces liens sont réversibles par un
traitement prolongé à la chaleur. Ces extraits sont également soniqués ce qui permet de
briser l’ADN génomique en fragments de 500 pb à 1 kb. Lorsque l’on immunoprécipite
la protéine d’intérêt, on récupère tout un complexe comprenant aussi les séquences
d’ADN avec lesquelles elle interagit. Pour un facteur de transcription comme Pitxl, ceci
permet d’immunoprécipiter les régions de régulation sur lesquelles il est lié. À la fin de la
procédure, l’ADN récupéré est purifié et peut être soit analysé directement pour
l’enrichissement d’une cible connue par Q-PCR, soit cloné et séquencé afin de trouver,
parmi ces fragments, des régions régulatrices qui se trouvent à proximité de différents
gènes. Cette technique comporte plusieurs avantages: elle n’a pas le biais habituel des
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approches génomiques comme les puces à ARNm, où la sensibilité de l’approche dépend
du niveau d’expression de chaque transcrit. En théorie, peu importe le niveau
d’expression, chaque locus est représenté également parmi le génome et donc, a autant de
chances d’être repêché par ChIP que les autres.
3.2.1 Spécificité des anticorps Œ-Pitxl
Le succès de la technique de ChIP repose sur l’utilisation d’anticorps capables
d’immunoprécipiter des protéines dans des conditions extrêmes où les cellules sont
fixées. Nous avons donc généré de nouveaux anticorps contre Pitxl. Nous avons choisi la
protéine en entier comme antigène afin d’obtenir des anticorps polyclonaux possiblement
capables de reconnaître plusieurs épitopes différents situés à la surface de la protéine.
Ceci permet d’éviter les situations où l’épitope reconnu est masqué, comme cela peut être
le cas suite à la fixation au formaldéhyde qui crée des liens covalents entre les protéines.
Donc, plus l’anticorps est capable de reconnaître différents épitopes à la surface de la
protéine, plus il y a de chances que celui-ci fonctionne en ChIP.
Les deux nouveaux anticorps générés contre Pitxl (A et B) reconnaissent les trois
membres de la famille Pitx, soit Pitxl, 2 et 3 (voir figure 3.6 a et b, p.75). Ceci n’est pas
très surprenant puisque les trois membres de la famille sont très semblables au niveau de
l’homéodomaine (voir figure 1.3, p.28) (Drouin et al., 1998a). Ces anticorps
reconnaissent également dans les extraits nucléaires de cellules AtT2O une bande qui
migre vers 40 kfla, le poids moléculaire attendu pour Pitxl. De plus, ils reconnaissent
une bande qui migre au même poids moléculaire dans les extraits provenant de membres
postérieurs et celle bande semble spécifique puisqu’elle est absente des extraits de
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Figure 3.6: Spécificité des anticorps Œ-Pitxl:
Les deux anticorps Œ-Pitx 1 de lapin ont été produits en utilisant la protéine entière
comme antigène. Ces anticorps reconnaissent les trois membres de la famille Pitx
(Pitxl, Pitx2 et Pitx3,surexprimés dans des cellules 293) ainsi qu’une bande dans les
cellules AtT2O qui migre vers 40 kDa et qui semble correspondre au Pitx t endogène
(a et b). Un anticorps commercial (de chèvre), généré contre une portion du N-
terminal, ne reconnaît que Pitxl (c). Par contre, il ne semble pas assez sensible pour
détecter une bande spécifique dans les extraits nucléaires d’AtT2O. En plus de
reconnaître Pitxl dans les AtT2O. l’anticorps B reconnaît une bande correspondant à
Pitx I spécifiquement dans les membres postérieurs (m.p.) et non dans les membres
antérieurs (m.a.) (d). Les mêmes résultats sont obtenus avec l’anticorps A (résultats
non-montrés). Les flèches noires correspondent à Pitxl. La flèche blanche montre
l’absence de bande à cet endroit. Les astérisques (*) représentent du non-spécifique.
Les pistes 1, 2 et 3 correspond à Pitxl, 2 et 3 respectivement. e.n. = extraits nucléaires,
m.p. = membres postérieurs, m.a. = membres antérieurs. Pitxl est très faiblement
exprimé dans les cellules AtT2O en comparaison au mésenchyme des m.p., ce qui
explique la très faible bande observée en (d).
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membres antérieurs (figure 3.6 d, p.75). Pitxi est beaucoup plus fortement exprimé dans
les membres postérieurs que dans les cellules AtT2O, ce qui explique la faible intensité de
la bande correspondant à Pitxi dans les extraits d’AtT2O (figure 3.6 d). L’anticorps
commercial (Ni 5, Santa Cruz) semble reconnaître spécifiquement la protéine Pitxi
surexprimée dans des cellules 293, mais il n’est pas assez sensible pour détecter la
protéine endogène dans les cellules AtT2O (figure 3.6 c, p.75).
3.2.2 Les anticorps Œ-Pitxl immunoprécipitent spécifiquement Pitxl
Les nouveaux anticorps cL-Pitxl immunoprécipitent très efficacement la protéine
endogène exprimée dans les cellules AtT2O (figure 3.7 a, p.77) ou dans les cellules Œ-T3
(figure 3.7 b), qu’elles soient fixées (comme c’est le cas dans la figure 3.7) ou non
(résultats non-montrés) au formaldéhyde. Par contre, l’IP semble moins efficace à partir
d’extraits de bourgeons de membres postérieurs fixés (figure 3.7 c). Par ailleurs, j’ai eu
beaucoup de difficultés à révéler mes IP parce l’anticorps utilisé pour l’IP et pour la
révélation était de la même espèce, entraînant ainsi un fort signal provenant des IgGs qui
masquait le signal spécifique. Pour contourner ce problème technique, j’ai couplé mon
anticorps de façon covalente aux billes (protéine A/G agarose), mais l’IP ne semblait plus
très efficace (résultats non-montrés). De plus, j ‘ai utilisé l’anticorps Nl 5 de chèvre pour
la révélation, mais ce réactif n’est pas suffisamment sensible pour détecter les niveaux
endogènes de Pitxi (figure 3.6 c et résultats non-montrés). Enfin, les résultats présentés à
la figure 3.7 a et c représentent des membranes qui, suite à une étape de déshybridation,
étaient ré-hybridées avec un anticorps Œ-Pitxl de lapin. Par la suite, j’ai directement
révélé la présence de Pitxl sur mes membranes avec la protéine A/G-HRP au lieu des
anticorps secondaires (figure 3.7 b, d et e).
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Figure 3.7: Les anticorps a-Pitxl immunoprécipitent spécifiquement Pitxl:
IP sur cellules At120 fixées au formaldéhyde (a). La révélation de la membrane
après déshybridation. L’ IP Pitx 1 est très efficace (déterminer en comparant la
bande de l’IP à celle de l’input). W sur cellules Œ-T3 fixées au formaldéhyde (b).
Ces cellules expriment beaucoup plus de Pitxl que les cellules AtT2O. L’IP
semble être très efficace dans ces cellules. IP sur extraits de membres postérieurs
fixés au formaldéhyde (c). L’IP Pitxl est sensiblement moins efficace que dans
les autres cellules. IP sur des cellules hétérologues L transfectées ou non avec le
vecteur d’expression codant pour Pitxl (U et e). On remarque que dans l’W
contrôle IgG de lapin (cellules transfectées ou non), il y a une bande de bruit de
fond qui apparaît tout juste au-dessus de la bande correspondant à Pitxl. La
flèche noire représente Pitxl. Les contrôles utilisés étaient soit un anticorps
polyclonal de lapin (comme par exemple 1’ Œ —myc en (a), soit des IgGs de lapin
(IgG), soit les billes seules (billes). La tête de flèche représente le bruit de fond
dû à l’IgG. Les astérisques (*) représentent les IgGs (chaînes lourdes et légères).
L’accolade met en évidence possiblement de la dégradation.
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Ce réactif diminue considérablement le bruit de fond car il reconnaît préférentiellement
les anticorps non-dénaturés.
On remarque que dans l’IP contrôle avec les IgG de lapin (Sigma) sur les cellules
de membres postérieurs, une bande est présente légèrement au-dessus de la bande
correspondant à Pitxl (tête de flèche). Afin de s’assurer que cette bande ne correspond
pas à Pitx, j’ai eu recours à des cellules qui n’expriment pas de Pitx, les cellules L. On
peut observer que dans les cellules transfectées ou non avec un RSV-Pitxl, l’IP contrôle
avec les IgG de lapin génère une bande à la même hauteur (tête de flèche, figure 3.7,
p.77), confirmant qu’elle ne représente pas la protéine Pitxl.
Enfin, peu importe la technique utilisée pour la révélation, les résultats indiquent
clairement que les anticorps utilisés immunoprécipitent la protéine Pitxl endogène
provenant de différents types cellulaires dans des conditions où les cellules sont fixées au
formaldéhyde.
3.2.3 Les anticorps Œ-Pitxl fonctionnent en ChIP:
J’ai utilisé les cellules AtT2O afin de mettre les conditions de ChIP au point. Ces
cellules expriment Fitxl et représentent un modèle de cellules corticotropes, un type de
cellules d’origine hypophysaire. Dans ces cellules, POMC est le seul gène cible connu de
Pitxl. Il se lie à un site qui se situe dans la partie centrale du promoteur (Lamonerie et al.,
1996). Pour tester l’efficacité des ChIP, on utilise l’ADN purifié à la fin de la procédure
afin de tester l’enrichissement, par Q-PCR, de cette cible suite à une ChIP Pitxl par
rapport à une ChIP contrôle. Chaque ChIP est aussi testée pour une région non
79
spécifiquement enrichie; les résultats présentés sont normalisés par l’enrichissement de
cette région afin d’éliminer la contribution de tout enrichissement non spécifique (nous
utilisons une région qui provient d’un exon de l’actine ou de TBP par exemple).
Les ChIP effectuées avec les deux anticorps u-Pitxl dans les cellules AtT2O
montrent un enrichissement du promoteur de la POMC de 5 fois relativement aux ChIP
contrôles (figure 3.8 a, p.8O). On sait que dans ces mêmes cellules, le bHLH NeuroD
participe également à la régulation de POMC (Poulin et al., 1997). Lorsqu’on effectue
une ChIP avec un anticorps Œ-NeuroD, un anticorps polyclonal de lapin produit au
laboratoire de façon similaire à ceux pour les Pitx, on voit qu’il permet d’enrichir de 45
fois le promoteur de la POMC (figure 3.8 b, p.$O).
Les cellules AtT2O ne semblent pas un très bon modèle pour valider la technique
de ChIP avec les anticorps Œ-Pitxl. J’ai donc décidé de changer de type cellulaire afin de
tester si le manque d’efficacité des ChIP était dû à un manque de sensibilité des anticorps
ou à un effet spécifique au promoteur POMC, Pitxl pouvant être masqué sur ce
promoteur mais disponible sur d’autres. Les cellules Œ-T3 représentent un modèle de
cellules pré-gonadotropes, également d’origine hypophysaire. Elles expriment beaucoup
plus fortement Pitxl que les cellules AtT2O (Tremblay et al., 199$), ce qui s’apparente
plus à la réalité des cellules du mésenchyme des membres postérieurs qui expriment très
fortement Pitxl et sur lesquelles j’aimerais appliquer la technique. De plus, dans ces
cellules, Pitxl régule l’expression du gène de l’a-GSU via un site situé à —70 pb de
l’initiation, dans la partie proximale du promoteur (Tremblay et al., 1998). Comme on
peut le voir sur la figure 3.8 c, l’enrichissement du promoteur de l’a-G$U suite aux ChIP
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Figure 3.8: Résultats de ChIP (Q-PCR):
Dans les cellules AtT2O, Pitxl régule le gène de la POMC. Dans ces cellules, les deux
anticorps Œ-Pitxl ne sont pas très efficaces pour enrichir le promoteur de la POMC.
L’enrichissement observé est de - 5 fois (a). Dans ces même cellules, l’anticorps a
NeuroD permet un enrichissement de —. 45 fois de POMC (b). Les cellules a-T3
expriment fortement Pitxl. Dans ces cellules, Pitxl régule le gène de l’Œ-GSU. Les
simples ChIP permettent un enrichissement du promoteur de t’Œ-GSU de 15 fois (c).
Les doubles-ChIP permettent un enrichissement beaucoup plus important (d). Un
exemple d’une courbe d’amplification de Q-PCR, après une double-ChIP, qui montre
que le promoteur de l’a-GSU n’est amplifié que dans la double-ChIP Pitxl (flèche) et
non dans la double-ChIP contrôle (*) (e). Lorsqu’on mesure le bruit de fond, en
amplifiant une autre région génomique, dans ce cas-ci un intron de TBP, on observe
que les niveaux d’amplification sont très faibles et que l’enrichissement suite à la
double-ChIP Pitx est également très faible. Les enrichissements présentés en a, b, c et
d sont calculés par le programme Mx4000 (Stratagène) et sont toujours normalisés
avec ceux d’une séquence génomique «non-enrichie » comme contrôle négatif.
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Pitxl (par rapport aux ChIP contrôles) est de 15 fois, ce qui est un peu mieux que dans
les cellules AtT2O. Dans ces cellules, j’ai également utilisé avec succès la technique de
double-ChIP, ce qui permet d’augmenter considérablement l’enrichissement par rapport
aux contrôles, et de diminuer également la quantité totale de bruit de fond. Ce bruit de
fond provient de l’ADN génomique qui se colle de façon non-spécifique aux billes. La
technique de double-ChIP consiste simplement à refaire une deuxième IP, avec les
mêmes anticorps, sur l’élution de la première IP et ce, sans briser les liens covalents. Ceci
a déjà été utilisé pour cloner directement l’ADN immunoprécipité (Slack et al., 2005).
Comme on peut le voir sur la figure 3.8 d (p.80), en effectuant une double-ChIP, je
réussi à enrichir l’Œ-GSU de plus de 1000 fois (évaluée par le programme Mx4000 de
Stratagène). Je montre également sur la figure 3.8 e un exemple d’une courbe
d’amplification qui montre que le promoteur de l’Œ-GSU n’est amplifié que dans la
double-ChIP Pitxl (flèche) et non dans la double-ChIP témoin (astérisque*), ce qui
suggère un très bon enrichissement des cibles de Pitxl dans cette expérience. Sur la
figure 3.8 on observe l’enrichissement d’une région contrôle (TBP), qui montre un très
léger enrichissement dans la double-ChIP Pitx (cet enrichissement peut être observé avec
n’importe qu’elle région, comme si il y avait toujours une quantité plus importante
d’ADN immunoprécipité avec l’anticorps Œ-Pitxl qu’avec l’IgG de lapin qui nous sert de
témoin), mais le niveau d’enrichissement ainsi que la quantité totale de TBP est beaucoup
moindre par rapport à l’Œ-GSU, ainsi que par rapport aux simples ChIP.
La technique de double-ChIP semble diminuer le bruit de fond et permettre
d’enrichir davantage les cibles de Pitxl. J’ai donc essayé de cloner directement l’ADN
provenant de ces doubles-ChIP Pitxl afin de vérifier si c’était possible, avec mes
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anticorps, de trouver de nouvelles cibles de Pitxl dans les cellules Œ-T3. Pour cloner, j’ai
utilisé la T4 DNA polymérase pour rendre les extrémités des fragments d’ADN soniqués
franches, pour pouvoir les cloner directement dans un vecteur bÏuescript digéré par
Eco321 (isoschizomères de EcoRV) et déphosphorylé. Ce vecteur avait été testé au
préalable et était très efficace pour cloner des fragments avec des bouts francs sans qu’il
ne se referme trop sur lui-même. Parmi toutes les colonies obtenues suite au clonage des
doubles-ChIP Pitxl, je devrais théoriquement obtenir des colonies qui contiennent le
promoteur de l’a-GSU puisque je sais que celui-ci est grandement enrichi dans mes
ChIP. J’ai obtenu deux fois plus de colonies avec l’ADN provenant des doubles-ChIP
Pitxl ( 400 colonies) qu’avec l’ADN provenant des ChIP contrôles (—- 175 colonies) (le
vecteur seul produisait dans ces conditions 10 colonies). Donc, même si le bruit de
fond observé en Q-PCR est relativement faible, il reste quand même beaucoup d’ADN
non-spécifique. J’ai ensuite hybridé les colonies avec une sonde correspondant au
promoteur de l’Œ-G$U afin de vérifier si certains clones contenaient ce fragment d’ADN.
Suite à l’hybridation, il n’y avait aucune colonie positive, ni dans la ChIP Pitxl, ni dans
la ChIP contrôle et ce, même si mon contrôle positif (bactéries transformées avec le
vecteur contenant le promoteur Œ-G$U devant le gène de la luciférase) était positif
(résultats non-montrés).
Ce résultat montre que même si l’enrichissement paraît excellent par Q-PCR, il
est difficile de trouver de nouvelles cibles en clonant directement les séquences obtenues
suite aux ChIP. Il faudrait possiblement hybrider des milliers de colonies avant d’en
trouver qui contiennent le promoteur de l’a-GSU. Donc, vraisemblablement, il faudrait
séquencer plusieurs milliers de clones pour trouver des cibles potentielles pour Pitxl (des
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fragments qui reviennent plus qu’une fois). C’est pourquoi nous travaillons au laboratoire
sur une technique permettant d’éliminer le bruit de fond des ChIP avant le clonage.
3.3 Tbx4, gène cible potentiel de Pitxl
3.3.1 Organisation génomique du gène Tbx4
Tbx4 est une cible potentielle particulièrement intéressante pour P11x1 puisque
plusieurs évidences suggèrent que ce dernier puisse agir en amont de Tbx4. Tout d’abord,
ils sont exprimés dans les mêmes régions au cours du développement embryonnaire,
notamment dans les membres postérieurs, où l’expression de Pilxl précède celle de Tbx4
dans le mll (Lanctot et al., 1997;Gibson-Brown et al., 1998a). De plus, l’expression
ectopique de Pilxl dans les membres antérieurs chez le poulet induit l’expression de
Tbx4 (Logan et aï., 1999;Takeuchi et al., 1999). Enfin, les embryons Pitxl-/- montre une
diminution importante de l’expression de Tbx4 dans les membres postérieurs (Szeto et
al., 1999;Lanctot et al., 1999c). Par contre, jusqu’à ce jour, on ne sait pas si Tbx4 est une
cible transcriptionnelle directe de Pitxl.
Pour répondre à cette question, j’ai étudié le locus de Tbx4. Ce gène est situé sur
le chromosome 11 de souris et le gène le plus proche, Tbx2, se trouve à 50 kb du côté
5’. Le tandem Tbx2/4 proviendrait d’une duplication ancestrale d’un locus Tbx2-4/Tbx3-5
(voir section 1.7 Protéines à boîte T, p.42). De l’autre côté, le gène le plus proche Bripl
se situe à presque 150 kb (figure 3.9 a, p.85). Selon les données disponibles dans les
banques informatiques, le gène Tbx4 est composé de $ exons avec l’ATG qui se situe au
tout début de l’exon 1 (figure 3.9 b, p.$5). Il existe également des banques de séquences
exprimées (ESTs), qui représentent des bouts d’ARNm, souvent incomplets, provenant
$4
de différentes banques d’ADNc. Pour Tbx4, en plus de l’ARNm décrit (AY075 134), il
existe une EST, le BY0O$430, qui contient un exon capable de s’épisser avec les deux
premiers exons de l’ARNm (figure 3.9 c, p.$5). Cette séquence provient d’une banque
d’ADNc de placenta où Tbx4 est exprimé. De plus, un article qui porte sur l’étude du
locus Tbx4 par des moyens bio-informatiques, prédit la présence d’un exon 1 non codant,
comme il en existe un dans le locus Tbx5 (Yi et al., 2000).
Savoir où se situe l’exon 1, même si il est non-codant, est très important pour
étudier la régulation transcriptionnelle d’un gène, puisque le promoteur se situe juste en
amont du site d’initiation. J’ai vérifié la présence de cet exon supplémentaire
(possiblement non-codant) en utilisant la technique de RT-PCR sur de l’ADNc fait à
partir d’ARN provenant de membres postérieurs. J’ai tout d’abord utilisé un
oligonucléotide antisens situé dans l’exon 1, qui contient l’ATG, avec un oligonucléotide
sens dans l’exon potentiel, ce qui m’a permis d’amplifier une bande de la taille attendue à
partir de l’ADNc, ainsi qu’une bande beaucoup plus grande à partir de l’ADN génomique
(à cause de la présence d’un grand intron entre les 2 exons) (résultats non-montrés). Ceci
venait donc prouver l’existence d’un ARNm contenant l’exon supplémentaire provenant
de l’EST. J’ai utilisé des programmes bio-informatiques afin de déterminer où
commençait cet exon trois sites potentiels d’initiation (A/B/C sur la figure 3.9 d, p.85)
(programme utilisé http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.htrnl). Ensuite, j ‘ai pris
un oligonucléotide antisens directement situé dans le nouvel exon afin de diminuer la
longueur des fragments à amplifier, pour que la réaction de PCR soit plus efficace,
jumelé avec des oligonucléotides sens situés entre chacun des sites potentiels d’initiation
afin de déterminer, toujours par RT-PCR, quel site d’initiation prédit était le bon. Comme
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Figure 3.9: Détermination d’un nouveau site d’initiation pour le gène Tbx4:
Organisation chromosomique (a): Tbx4 forme avec Tbx2 une paire de gènes situés sur
le chromosome 11 chez la souris. L’ARNm de Tbx4 (souris) AY075 134 comprend 8
exons, avec l’ATG dans l’exon I (h). Dans les banques informatiques, il existe un
EST, le BYOO$430, qui contient un exon qui s’épisse avec les deux premiers exons de
Tbx4 (c). Organisation génomique de Tbx4 avec le nouvel exon (d). En amont du
nouvel exon, 3 sites potentiels d’initiation sont prédits par bio-informatique (A/B/C).
Les paires d’oligonucléotides utilisés en RT-PCR sont illustrées (1/2/3). Résultats de
RT-PCR (e) en utilisant toujours le même oligonucléotide antisens situé dans le nouvel
exon. Les oligonucléotides 1 et 2, qui se trouvent en amont des sites A et B
respectivement, sont capables d’amplifier l’ADNc et l’ADN génomique. Par contre, le
3, qui se situe entre les sites B et C, n’amplifie que le génomique. Le site d’initiation se
situe donc entre les oligonucléotides 2 et 3 (flèche blanche), dans un interval de 418 ph
qui ne correspond à aucun des sites prédits. L’ADNc n’est pas contaminé par de
l’ADN génomique puisqu’aucune bande n’est amplifiée dans les contrôles sans RT.
L’astérisque* correspond au 600 pb du marqueur.
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on peut le voir sur la photo de gel à la figure 3.9 e (p.85), les oligonucléotides 1 et 2 sont
capables d’amplifier une bande de la bonne taille autant à partir de l’ADNc que de
l’ADN génomique. Pour ce qui est de l’oligonucléotide 3, il ne peut amplifier une bande
qu’à partir de l’ADN génomique. Comme contrôle négatif, j’ai utilisé de l’ARNm qui
n’avait pas subi de réaction de RT afin de m’assurer que celui-ci n’était pas contaminé
par de l’ADN génomique. Ces résultats démontrent que la région de 41$ pb entre
l’oligonucléotide 2 et 3 contient le site d’initiation de Tbx4. De façon surprenante, ce site
ne correspond à aucun des sites potentiels identifiés par bio-informatique. De plus, il n’y
a aucune séquence ressemblant à une boîte TATA ou à un site d’initiation potentiel dans
cet intervalle.
J’ai également essayé d’identifier plus précisément la séquence correspondant à
l’initiation par la technique de 5’RACE. Cette technique consiste à rajouter une série de
nucléotides modifiés à l’extrémité 5’ de 1’ADNc. Ces nucléotides sont reconnus par un
oligonucléotide spécifique (Invitrogen), permettant de faire des PCR, ce qui permet
d’amplifier l’extrémité 5’, de la séquencer et ainsi déterminer de façon précise
l’extrémité 5’ des ARNm. Par contre, je n’ai pas réussi à amplifier de fragments
spécifiques avec cette technique.
3.3.2 Régions conservées du locus Tbxd
Avec l’aide du programme Vista (http://pipeline.lbl.gov), qui fait la comparaison
entre les séquences du génome humain et celui de souris, j ‘ai identifié plusieurs régions
conservées entre les deux espèces dans le locus Tbx4. Ces régions d’homologie
représentent des régions qui ont subi une pression sélective pour être gardée au cours de
a) Régions conservées dans locus Tbx4
Figure 3.10: Régions conservées du locus Tbx4:
Régions génomiques conservées dans le locus Tbx4 telles qu’évaluées
par le programme Vista ta). Les pics représentent le % (entre 50% et
100%) de conservation entre la séquence du génome humain et celle de
souris. Les régions colorées en bleu et gris représentent les 9 exons du
gène Tbx4. Les boîtes colorées sont des régions conservées contenant des
sites Pitxl potentiels (étoiles jaunes) qui ont été clonées. Représentation
schématique du locus Tbx4 (b) avec les régions conservées qui ont été
clonées.
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l’évolution, possiblement parce qu’elles sont importantes pour la régulation. Les pics sur
le graphique de la figure 3.10 a représentent les régions avec plus de 50% d’homologie.
Les exons, qui sont très conservés, sont représentés en gris, avec le nouvel exon en bleu.
Certaines de ces régions contiennent des sites potentiels qui pourraient médier
l’activation de Tbx4 par Pitxl. J’ai cloné certaines de ces régions génomiques conservées
(représentées par des boîtes de couleurs sur le graphique) dans un vecteur luciférase vide
(pxp2) afin de tester leur activité en transfection. Dans la figure 3.10 b (p.$7), on voit,
schématisées, les régions qui ont été clonées, avec les sites potentiels Pitxl en jaune.
3.3.3 Pitxl active trois régions conservées du locus Tbxd en transfection
Afin de mesurer l’activité de chacune des régions clonées et pour voir si celles-ci
pouvaient répondre à Pitxl, j’ai transfecté ces différents rapporteurs (illustrés à la figure
3.10 b, p.87), en présence ou non de quantités croissantes de vecteur d’expression codant
pour Pitxl. J’ai effectué ces transfections dans des cellules hétérologues (les cellules L,
qui sont des fibroblastes de souris) qui n’expriment pas de Pitx. Les résultats présentés à
la figure 3.11 sont exprimés en activation par Pitxl par rapport à l’activité en présence
du vecteur d’expression vide. De plus, toutes les données ont été normalisées par
l’activité du CMV_f3-gal comme contrôle interne de transfection.
J’ai utilisé deux contrôles positifs différents de transfection. Tout d’abord, j’ai
utilisé le trimère d’un élément de la partie centrale du promoteur de la FOMC (le CE3
trimérisé est situé en aval du promoteur minimal de la POMC). Cette région du
promoteur contient entre autre un site Pitx TAAGCC (Lamonerie et al., 1996) (le site
classique pour les membres de la famille bicoïde est TAATCC (Driever and
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Nussleinvolhard, 1989)). Ce promoteur simple est facilement activable (jusqu’à 25 fois)
par des doses croissantes de Pitxl (figure 3.11 a, p.90). Cette construction est assez
active dans ces cellules, avec un taux de base de 5000 RLU brutes. L’autre contrôle
positif utilisé est le promoteur de la LHJ3, également un promoteur d’origine
hypophysaire (Tremblay et al., 1998). Ce promoteur a été caractérisé au laboratoire et un
site Pitxl TAATCC est essentiel pour son activation (Tremblay et al., 1998). Ce
promoteur peut-être activé jusqu’à 6 fois par Pitxl dans les conditions utilisées (figure
3.11 b, p.9O) et son taux de base est beaucoup plus faible avec moins de 1000 RLU.
Le vecteur vide que j ‘ai utilisé pour cloner ces régions, pxp2 n’est ni actif (moins
de 100 RLU d’activité de base) ni activable par Pitxl (résultats non-montrés). Ensuite,
parmi les régions du locus Tbx4 clonées, seulement trois courtes régions peuvent être
faiblement activées par Pitxl. Ces trois régions ne se retrouvent pas dans le promoteur,
mais plutôt à -9 kb en 5’ pour la région A, et +9 kb (intron 3) pour les régions B et C.
J’ai tout d’abord cloné, 5 kb de promoteur, qui contient le nouveau site
d’initiation (figure 3.9 d, p.85 et 3.10, p.87). Ce promoteur contient deux sites potentiels
pour Pitxl qui se situe à 1 kb et 2 kb respectivement de ce site d’initiation. Il est à peu
près aussi peu actif que le promoteur de la LHfi dans les cellules L, avec 1000 RLU de
taux de base, mais il n’est pas activable par Pitxl (figure 3.11 c, p.9O).
Ensuite, j’ai cloné l’intron 1 qui contient 3,5 kb de régions très conservées (plus
de 75% de conservation) et qui contient trois sites Pitxl potentiels. Celui-ci a un niveau
de base très élevé dans les cellules L, 50000 RLU, ce qui est beaucoup plus actif que la
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Fîgure 3.11: Activité des régions clonées du locus Tbx4 en transfection:
La partie centrale trirnérisée (CE3)3 devant le promoteur minimal de la POMC
(a), contenant un site Pitxl, et le promoteur de la LHI3, qui contient également un
site Pitx 1 servent de contrôle positif (ces vecteurs ont déjà été caractérisés). Effet
de doses croissantes de Pitxl sur les différentes régions conservées contenant des
sites Pitxl et qui ont été clonées en amont du gène luciférase dans le vecteur
pxp2 (c à h). Seules 3 courtes régions situées à -9kb (région A (f)) et dans
l’intron 3 (région B (g) et région C (h)) semblent répondre faiblement à Pitxl,
tandis que le promoteur (autant le 5 kb (c) que le 9,5 kb (e)) et l’intron 1 (d) ne
répondent pas. Les transfections ont été effectuées dans des cellules hétérologues
L, qui n’expriment pas de Pitx].
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région promotrice de 5 kb. Par contre, il n’est pas plus actif lorsqu’on rajoute du Pitxl
(figure 3.lld, p.90).
Parmi les trois régions qui répondent à Pitxl, on retrouve la région A qui fait 1,2
kb et qui se situe à 9 kb de l’initiation. Cette région contient trois sites potentiels pour
Pitxl. Son activité est relativement élevée, avec près de 7500 RLU de taux de base. De
plus, cette construction est activée environ 3 fois par Pitxl (figure3.11 f, p.90). Par
contre, lorsque cette région est clonée dans le contexte du promoteur long de 9,5 kb
(figure 3.11 e, p.9O), Pitxl n’est plus capable d’activer via cette région. De plus, ce
promoteur long n’est pas plus actif que le promoteur court de 5 kb (750 RLU pour le 9,5
kb comparé au 1000 RLU pour le 5 kb), ce qui représente un taux de base beaucoup
moins élevé que celui de la région A seule (7500 RLU).
Par ailleurs, deux autres courtes régions provenant de l’intron 3, les régions B et
C, sont également activables par Pitxl. La région B est constituée de 625 pb extrêmement
conservées (entre 75 et 90%) contenant deux sites Pitxl conservés. Ce segment est
activable près de 4 fois par Pitxl (figure 3.11 g, p.9O) et son taux de base ressemble à
celui de la région A ( 7000 RLU). La région C consiste en 400 pb (entre 50 et 80%
d’homologie) qui contient également un site potentiel pour Pitxl. Cette région peut
également être activée un peu moins que 4 fois par Pitxl (figure 3.11 h, p.9O). Cette
construction est la plus active des trois régions activables, avec près de 20000 RLU de
taux de base.
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3.4 Conclusion
En conclusion, la génération des doubles-mutants Pitx]/2 a permis de mettre en
valeur un nouveau rôle pour les Fitx dans la croissance des membres postérieurs. Ce rôle
vient s’ajouter à celui, déjà établi, dans la spécification de l’identité des membres
postérieurs qui avait été mis en évidence par le simple ko Fitxl.
L’analyse des doubles-mutants a permis de montrer que l’effet sur la croissance
est principalement médié via le contrôle de l’expression de fgJ8 dans l’AER. Par contre,
on ne comprend pas encore comment les PIIx participent à ce phénomène, eux qui ne sont
exprimés que dans le mésenchyme des membres sous l’AER.
L’utilisation de la technique de ChIP pour permettre l’identification de gènes
cibles pourrait permettre de mieux comprendre le rôle des Piix dans les membres
postérieurs. Par contre, il reste beaucoup de mise au point à faire afin de diminuer la
quantité d’ADN non-spécifique, qui est quantitativement plus important que les cibles
spécifiques.
Enfin, Tbx4 est un des gènes qui semble en aval de Fiixi. C’est très intéressant de
constater que certaines régions du locus Tbx4 sont capables de répondre à Pitxl en
transfection dans des cellules hétérologues. Ces régions pourraient permettre le contrôle
de l’expression de Tbx4 par Pitxl in vivo.
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Chapitre 4 : Discussion
4.1 Analyse des embryons Pitxl-/-;Pitc2+/-
Les embryons Pitx]-/-,P1tx2+/- ont un phénotype plus sévère que celui des
embryons Pilx]-/-. Dans ces derniers, tous les éléments squelettiques sont présents, mais
leur identité est transformée. Par contre, dans les embryons Fitxl-/-,Pitx2+/-, il y a perte
de plusieurs éléments squelettiques, dont le fémur (stylopode), le tibia (zeugopode) et le
doigt #1 (le doigt le plus antérieur). Il ne reste qu’un seul os, la fibula, qui relie le bassin
à l’autopode. Ceci indique que Piixi, en plus d’être important pour la spécification de
l’identité, est également important avec Pitx2 pour la croissance des membres
postérieurs.
Il y a perte d’éléments squelettiques dans ces mutants, des deux côtés, mais
toujours avec une sévérité du phénotype plus grande à droite qu’à gauche, ce qui signifie
que P11x2 doit être exprimé bilatéralement à un stade donné, durant le développement des
membres. Pourtant, Pitx2 était décrit comme étant exprimé de façon asymétrique dans le
mll de gauche (Semina et al., 1996;Gage et al., 1997;Yoshioka et al., 199$;Patel et al.,
1999;Lu et al., 1999b). Premièrement, l’expression de Pilx2 n’est pas augmentée en
absence de Piixi. Ensuite, sur la figure 7 de l’article Marcil et al., 2003 (en annexe I,
p.XIX), on voit que Pitxl et P11x2 sont co-exprimés dans le mll, des deux côtés, très tôt,
entre 7 et 15 somites (e8,5-9), bien avant l’apparition des bourgeons des membres, qui se
fait vers 27-30 somites (e9,5-l0). Même à ce stade, l’expression de P11x2 est plus
importante du côté gauche. Qu’est-ce qui peut bien se passer de si important dans cet
intervalle de temps bien précis pour le développement des membres? Cette co
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expression très précoce pourrait révéler une période où les Pitx jouent un rôle essentiel
soit dans la croissance, soit dans la détermination d’un nombre suffisant de cellules pour
former les bourgeons des membres.
Plus tard, Fitx2 n’est exprimé que dans les myoblastes des membres, mais pas
dans le mésenchyme. Les souris splotch ont démontré que les muscles n’étaient pas
nécessaires ni à la croissance des bourgeons des membres, ni au développement
squelettique de ceux-ci (ces souris ont une mutation dans le gène Fax3, bloquant ainsi la
migration des myoblastes, ce qui résulte en une absence de muscles dans les membres)
(Franz et aï., 1993;Goulding et al., 1993;Bober et al., 1994;Goulding et al., 1994;Daston
et al., 1996). Pour s’assurer que cette expression musculaire de Piix2 ne contribue pas au
phénotype, il faudrait obtenir des embryons splotch ;Fiixl-/- et étudier leur phénotype
osseux, pour s’assurer qu’il n’est pas comme les souris Pitxl-/- ;F11x2+/-.
La principale anomalie moléculaire observée dans les embryons Pitxl-/-,Fitx2+/-
est le retard dans l’expression précoce de Fgf8 dans 1’AER. fgf8 est un des Fgfs capable
à lui seul de remplacer la fonction de l’AER (Mabmood et al., 1995;Vogel et al., 1996).
On sait depuis longtemps que l’AER est une structure essentielle au développement des
membres, puisque les expériences d’embryologie chez le poulet ont montré que l’ablation
chirurgicale de l’AER bloque la croissance des membres ($aunders, 1948;Todt et al.,
1984). Dépendant du moment de la chirurgie, ceux-ci sont plus ou moins tronqués dans
l’axe P/D. Plus récemment, l’importance de l’expression de Fgf8 aux stades très précoces
du développement des membres a été démontrée par les différentes expériences de perte
de fonction chez la souris. Tout d’abord, le simple ko conditionnel de FgJ8 dans Ï’AER a
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des défauts importants de croissance des membres, surtout au niveau du segment
proximal (stylopode) (Lewandoski et al., 2000;Moon et al., 2000b). Ces embryons ont
des phénotypes différents dans les membres antérieurs et dans les membres postérieurs
parce que l’allèle Cre utilisée (Msx2_Cre) est exprimée très tôt dans les membres
postérieurs, créant ainsi un ko complet, mais un peu trop tard dans les membres
antérieurs (Lewandoski et al., 2000). Cette situation permet d’étudier l’importance de
l’expression précoce de Fg/8. Au niveau des membres postérieurs, le phénotype est
caractérisé par des bourgeons plus petits, la perte du fémur (stylopode) et du doigt #l. Par
contre, ces embryons ont un zeugopode presque normal (Lewandoski et al., 2000;Moon
et al., 2000b). Au niveau des membres antérieurs, le stylopode, (l’humérus) est présent,
mais hypoplasique. La présence très tôt de Fg/8, même de façon transitoire, est suffisante
dans les membres antérieurs pour permettre l’apparition du segment proximal.
L’importance de FgJ8 semble venir du fait qu’il est le seul Fgf à être exprimé au moment
de l’initiation de l’AER (de 27 à 33 somites dans les membres postérieurs), après quoi
Fgf4 devient exprimé (Lewandoski et al., 2000)). Aux stades plus tardifs, ce dernier
semble compenser pour la perte de Fg/3; les embryons Fgf4-/-,Fgf8-/- dans l’AER ayant
un blocage complet de croissance des membres postérieurs (Sun et al., 2002;Boulet et al.,
2004). Nos résultats viennent confirmer l’importance de l’expression précoce de Fgf8
pour le développement du stylopode, puisque les embryons Piixl-/-,Pitx2+/- n’expriment
pas FgJ8 précocement, et le fémur ne se développe pas. Par contre, les effets sur
l’expression de Fg/8 ne peuvent être qu’indirects, puisque les Fiix sont exprimés
uniquement dans le mésenchyme des membres, et non dans l’ectoderme.
97
Ces résultats argumentent en faveur du modèle de pré-spécification des cellules
dans les trois segments stylopode, zeugopode et autopode, puisque le segment du
stylopode est absent, tandis que l’autopode et le zeugopode sont relativement normaux.
L’AER étant intact et la prolifération des cellules du mésenchyme n’étant pas affectée
dans les embryons Fitxl-/-,Pitx2+/- (voir figure 3.3 a à d, p.67), les résultats sont donc
difficilement conciliables avec le modèle de la PZ. Les cellules précurseur du stylopode
pourraient plutôt ne pas être spécifiées, ou ne pas proliférer à cause de l’absence de fgf8
dans l’AER à ce moment-là, ou mourir si elles se situent dans la zone proximale
d’apoptose (voir figure 3.3 e et f, p.67).
fgflO est exprimé assez tôt dans le mli, spécifiquement où les bourgeons vont
émerger (Ohuchi et al., 1997). Le rôle principal de FgflO semble être d’induire
l’expression de Fg/8 dans les cellules qui formeront l’AER (Min et al., 199$;Sekine et
al., 1999;Kawakami et al., 2001). Dans les embryons FgflO-/-, l’expression de Fgf8 n’est
jamais initiée, et les bourgeons des membres ne poussent pas (Min1998, Sekinel999). Le
retard dans l’expression de FgJ8 pourrait logiquement venir d’une absence ou d’un retard
dans l’expression de Fgf]O, et comme la co-expression des Pitx a lieu très tôt, il serait
plausible que ceux-ci participent au maintien de son expression. Par contre, dans les
embryons Pitxl-/-;P11x2+/-, il n’y a pas de différence significative dans l’expression
précoce de FgflO, vers 25 et 27 somites, tout juste avant et pendant l’initiation normale
de fg/8 (voir figure 3.2, p.65). Donc, le retard dans l’initiation de FgJ8 ne semble pas
relié à un problème avec l’expression de Fgf]O.
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fgf]O est le seul gène exprimé dans le mésenchyme et connu pour participer à
l’initiation de l’expression de fgf8 dans l’ectoderme. Comment les Fitx peuvent-ils
contribuer à l’initiation de fgf8 dans l’AER, eux qui ne sont exprimés que dans le
mésenchyme des membres? Dans nos mutants, soit fgf]O ne parvient pas à signaler
normalement à l’ectoderme, même s’il est bien exprimé, soit la signalisation en amont de
FgflO dans l’AER est incorrecte. Une hypothèse serait que les Piix participent à la
signalisation Fgf en contrôlant l’expression de gènes qui aident ou qui contribuent
positivement à cette voie de signalisation, comme des co-facteurs. On sait que les fgfs
ont besoin d’interagir avec des composantes de la matrice extracellulaire, comme
l’héparane sulfate, qui aide à l’interaction entre le Fgf et son récepteur.
La première possibilité implique que Fgf]O ne parvienne pas à signaler
normalement jusqu’à l’ectoderme. Peut-être que son expression est intacte en ARNm,
mais que la protéine ne l’est pas. Par contre, ceci est peu plausible puisque l’expression
de fgf8 redevient normale par la suite, ce qui implique que FgflO doit être
éventuellement fonctionnel. De plus, les Pitx n’ont jamais été impliqués dans des
processus post-traductionnels. On pourrait s’assurer de l’intégrité de la protéine par
western blot sur du mésenchyme de membres mutants. On pourrait également vérifier si
la signalisation en aval de fgflO est intacte. On sait que les Fgfs signalent via les FgfRs,
des récepteurs à tyrosine kinase qui activent la voie MapK (Wilkie et al., 2002). Dans
l’AER, le récepteur FgfR2 semble médier l’effet de fgflO, puisque le ko de ce récepteur
est une phénocopie de celui de FgflO (Xu et al., 199$). Il n’existe cependant pas
d’anticorps qui puisse reconnaître la forme activée (phosphorylée) de ce récepteur. Par
contre, son expression pourrait être vérifiée dans nos mutants. L’activation de ce
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récepteur pourrait également être étudiée, notamment en regardant si la voie MapK est
activée dans l’AER. Il existe un anticorps double-phospho Erkl-2 qui fonctionne bien en
immunohistologie autant en coupe qu’en whole-mount qui pourrait être utilisé (Corson et
al., 2003). Par contre, il faut savoir que la voie Pi3K (Akt) a aussi été décrite en aval des
Fgfs, mais l’implication de cette autre voie au cours du développement des membres
n’est pas connue (Dudley et al., 2002;Eblaghie et al., 2003 ;Kawakami et al., 2003).
Une autre façon de s’assurer que fgftO est capable de signaler à l’AER serait
d’étudier ce qui se passe en aval de sa signalisation dans l’ectoderme. On sait que la voie
Wnt se situe en aval du récepteur de fgf]O dans l’AER (Kengaku et al., 199$;Barrow et
al., 2003). La signalisation Wnt3/fl-caténine médie l’induction de Fgf8 par fgf]O.
Récemment, l’importance primordiale de WNT3 a été mise en lumière par la découverte
de mutations dans ce gène causant une malformation humaine appelée tetra amelia
caractérisée par une absence totale des quatre membres (Niemann et al., 2004). De plus,
les embryons qui n’expriment pas la f3-caténine spécifiquement dans l’AER n’expriment
pas non plus FgJ8 (dans les membres postérieurs) et ce, sans que l’expression de fgf]O
ne soit affectée (McQueeney et al., 2002). Le gène 8p8 est une des cibles de Wnt3 dans
ce processus (Kawakami et al., 2004). L’expression de 8p8, de Wnt3, ainsi que la
localisation nucléaire de la F3-caténine devraient donc être vérifiés dans nos mutants.
Les Piix ont déjà été impliqués dans certains phénomènes de croissance,
notamment dans l’hypophyse. Les embryons Pitx2-/- ont une poche de Rathke
hypoplasique et autant Piix] que Pitx2 peuvent participer à ce processus où ils sont
partiellement redondants (voir figure 1.6, p.39) ($uh et al., 2002). Ils contrôlent
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l’expression du gène Hesx], une homéoprotéine essentielle pour la croissance de
l’hypophyse ($uh et al., 2002). D’autres études ont également relié Fitx2 avec la
croissance via la signalisation de la voie Wnt/f3-caténine (Kioussi et al., 2002). Pitx2
agirait en aval de la voie Wnt, un peu comme les facteurs de transcription Lef/Tcf, en
interagissant avec la f3-caténine sur certains promoteurs de gènes qui contrôlent la
croissance, comme celui de la cyclineD2 (Kioussi et al., 2002).
Dans les membres, le phénotype des embryons Pitxl-/-;Fitx2+/- se rapproche, sur
plusieurs aspects, à celui des embryons fgf8-/-. C’est évident au niveau de la perte de
certains éléments squelettiques, mais également au niveau de la réduction de la grosseur
des bourgeons des membres, qui sont beaucoup plus petits, et ce, dès leur apparition.
L’analyse du niveau de prolifération indique que ce phénomème n’est pas relié à une
diminution de la prolifération des cellules du mésenchyme des bourgeons, autant dans
nos mutants (voir figure 3.3 a à d, p.67) que dans les embryons Fgf8-/- (Lewandoski et
al., 2000), et même dans les embryons fgf4-/-;Fg13-/- (Sun et al., 2002). Dans ces
derniers, la prolifération a été étudiée tout au long du développement des membres, et
même au moment de l’initiation (vers 2$ somites), il n’y a pas de différence avec les
embryons de type sauvage. Dans nos mutants, la prolifération n’a été étudié qu’à un seul
stade, à e 10,5-11, au moment où les bourgeons sont déjà bien formés (voir figure 3.3 a
à d, p.67). Il serait intéressant de vérifier, notamment au stade de l’initiation, si la
prolifération est également inchangée comme dans les embryons Fg/8-/-.
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L’apparition d’une zone d’apoptose dans la partie proximo-dorsale des bourgeons
à elO,5-11 (voir figure 3.3 e,f, p.67) concorde également avec les résultats obtenus dans
les embryons FgJ8-/- (Lewandoski et al., 2000) et dans les embryons Fgf4-/-,fg/3-/- (Sun
et al., 2002). Le même phénomène a été rapporté dans les embryons fgfR2b-/- (Revest et
al., 2001). Cette zone d’apoptose plutôt tardive semble donc directement reliée au retard
d’expression de Fgf8 dans l’AER des embryons Pflx]-/-,P11x2+/-. Par contre, cette zone
d’apoptose est beaucoup moins importante que dans les embryons Fgf%-/-,Fgf8-/-. Nous
n’avons pas fait une étude détaillée à différents stades du développement, mais dans les
doubles-ko Fgf4/8, cette zone d’apoptose apparaît vers 34 somites (‘ elO,5), après
l’initiation des membres. Dans ces embryons, elle est localisée au centre dans l’axe A/P.
Nous avons observé l’apoptose environ au même stade de développement, mais il est
difficile d’évaluer la localisation exacte de cette zone dans l’axe A/P, avec les différentes
coupes étudiées.
Donc, les bourgeons des membres dans les embryons FitxÏ-/-,Fitx2+/-
apparaissent, dès le tout début, plus petits et plus étroits que ceux des embryons de type
sauvage, et ce phénotype ne semble pas vraiment relié à l’apoptose observée plus
tardivement, ni à un problème de prolifération. Par contre, ce problème semble
intimement lié avec le retard d’expression de FgJ8 dans l’AER. Donc, les Fiix pourraient
ne pas être requis de façon autonome dans chaque cellule pour permettre leur survie ou
leur prolifération, comme ça semble être le cas dans l’hypophyse. Leur rôle dans la
croissance serait plutôt de permettre indirectement l’initiation de l’expression de Fgf8
dans l’AER.
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Par ailleurs, tous les marqueurs postérieurs étudiés montrent que les bourgeons
sont plus étroits, à cause d’une perte de mésenchyme antérieur. Ce phénomène n’est pas
relié à une absence de polarité AIP, puisque G113 est exprimé normalement dans la partie
antérieure des bourgeons (voir figure 3.4 a à c, p.69), et $hh et dHand dans la partie
postérieure (voir figure 5 b et e, Annexe I, p.XIX). Par contre, la proportion de
mésenchyme postérieur est plus élevée que dans les embryons contrôles.
Cette perte de mésenchyme antérieure a deux conséquences principales. Tout
d’abord, elle corrèle avec la perte de certains éléments squelettiques d’origine antérieure
(tibia, doigt #1). Ceci concorde avec des expériences de chirurgies où on enlevait la
moitié antérieure du bourgeon, ce qui résultait en la perte d’éléments squelettiques
antérieurs comme les doigts antérieurs, le radius (l’équivalent du tibia), ainsi que la partie
proximale de l’humérus (stylopode) (Warren A.E., 1934;Saunders, 194$). De plus, la
surexpression de dHand dans la partie antérieure résulte également en la perte du tibia
(qui est un élément antérieur) (Chante et al., 2000).
En ce qui concerne la signalisation D/V, l’expression de Lmx]b, exprimé
normalement dans le mésenchyme dorsal (Riddle et al., 1995;Vogel et al., 1995), est
inchangée dans les embryons Fiixl-/-;Piix2+/- (voir figure 3.4 d à f, p.69). Même si
dans certains cas, l’axe D/V et l’initiation de l’AER sont reliés (surtout via la voie des
BMPs) (Ahn et al., 2001;Pizette et al., 2001), il y a plusieurs résultats qui montrent que
ce sont des processus bien séparés. Donc, tout porte à croire que les Piix ne jourent aucun
rôle dans l’établissement de la polarité D/V.
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Le seul embryon obtenu qui n’exprime ni Pitxl ni Filx2 a un phénotype beaucoup
plus sévère que les embryons Pitx]-/-,Fitx2+/-. Ces derniers ont une fibula, qui relie le
bassin à l’autopode, qui est morphologiquement plutôt normale. La présence d’une seule
copie du gène Pitx2 semble suffisante pour permettre le développement de ces structures,
puisque lorsqu’il n’y a pas du tout de Fiixi ni de F11x2, il y a un arrêt presque complet de
la croissance des bourgeons des membres postérieurs (voir figure 3.5, p.72). Cette
importance de Fi1x2 ne devient évidente que lorsque F11x1 est absent, puisque dans les
simples ko P11x2, il n’y a aucun phénotype apparent au niveau des membres. Il est
intéressant de noter que dans la partie antérieure de l’embryon, au niveau de l’hypophyse,
il y a aussi une redondance entre ces deux gènes (figure 1.6 dans l’introduction, p.39)
(Suh et al., 2002). Les Piix sont donc importants pour la croissance et la formation des
bourgeons des membres postérieurs et, la sévérité du phénotype est dose dépendante.
Enfin, il serait important de vérifier que le phénotype observé est bien indépendant du
contrôle de l’expression de FgflO en vérifiant son expression dans un embryon de ce
génotype.
Le phénotype de cet embryon est intrigant car il est encore asymétrique, le côté
gauche étant moins affecté que le droit. L’asymétrie dans la pénétrance du phénotype,
apparue dans le ko Fiixl, a toujours été attribuée à la compensation par Fitx2 dans le mli
de gauche. Une autre molécule est sans doute exprimée de façon asymétrique et coopère
avec les PiIx pour permettre la croissance des membres postérieurs. Il est connu que
l’expression de la connexine43 débute de façon asymétrique dans l’AER (Meyer et al.,
1997). Cette protéine fait partie des jonctions intercellulaire, importantes dans différents
processus de signalisation et possiblement impliquées dans la croissance et la
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spécification des membres. Le rôle exact de cette molécule n’est, par contre, pas connue
puisque le ko de ce gène n’a pas de phénotype au niveau des membres (Reaume et al.,
1995). Aussi, l’initiation de l’expression de Fg18 dans l’AER se fait souvent de façon
asymétrique, même dans les embryons de type sauvage. Ceci indiquerait que
intrinsèquement, l’initiation des bourgeons des membres se fait de façon asymétrique,
sans que Pilx2 ne soit nécessairement impliqué.
4.2 Recherche de gènes cibles
Piixi joue plusieurs rôles au cours du développement des membres postérieurs.
En plus du rôle dans la croissance, mis en évidence par les doubles-mutants PitxJ/2, les
simples mutants Pitxl avaient déjà établis l’importance de ce gène pour la spécification
de l’identité des membres postérieurs (Szeto et al., 1999;Lanctot et al., 1999b). Ce
phénomène de spécification d’identité est, encore aujourd’hui, très mal compris. À part
peut-être Tbx4 (quoi que son rôle dans la spécification a été récemment remis en question
(Minguillon et al., 2005)), et certains Hox qui sont exprimés spécifiquement dans chaque
type de membres (Peterson et al., 1994;Nelson et aï., 1996;Cobn et aï., 1997), il n’y a pas
vraiment de gènes impliqués dans ce processus. Certaines approches plus globales ont été
utilisées afin de mieux comprendre ce phénomène. Par exemple, une première tentative,
en utilisant la technique de SAGE, pour comparer les gènes exprimés dans le
mésenchyme des membres antérieurs et celui des membres postérieurs, n’a pas permis de
découvrir de nouveaux gènes différentiellement exprimés, régulant possiblement
l’identité (Margulies et al., 2001). Peut-être que cela signifie que les différences entre les
membres antérieurs et les membres postérieurs sont trop subtiles, que ces gènes sont trop
faiblement exprimés pour être détectés par cette méthode, ou encore qu’elles sont dues à
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des changements spatio-temporels dans l’expression de gènes présents dans les deux
types de membres. Ce phénomène semble donc extrêmement difficile à étudier. Pour
cette raison, ainsi qu’à cause du nombre très limité d’embryons Pitx]-/- ,Pitx2+/-
disponibles, nous avons décidé d’adopter une approche globale différente, la technique
d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP), afin d’essayer de trouver des gènes
cibles de Pitxl dans les membres postérieurs.
L’avantage de cette approche est qu’elle permet de travailler avec des embryons
de type sauvage. De plus, il y a la possibilité de découvrir de nouvelles cibles, des gènes
inconnus qui seraient absents des puces. Enfin, cette approche n’est pas biaisée par
rapport au niveau d’expression de chaque gène, qui doit être ni trop élevé, ni trop faible
dans les expériences de puces à ARNm, puisque les régions régulatrices sont toutes
présentes en 2 copies sur chacun des chromosomes.
Une des grandes contraintes de la technique de ChIP est la capacité de l’anticorps
utilisé à immunoprécipiter la protéine dans un contexte où les protéines sont fixées entre
elles et avec l’ADN par des liens covalents suite au traitement avec le formaldéhyde.
Ceci peut entraîner le masquage ou la dénaturation de certains épitopes reconnus par
l’anticorps. Si celui-ci reconnaît mal la protéine d’intérêt, l’enrichissement spécifique des
cibles ne sera pas assez élevé et celles-ci seront perdues parmi l’ADN non-spécifique.
Nous avons donc produit des anticorps Œ-Pitxl dirigés contre la protéine entière afin de
maximiser les chances que ceux-ci puissent reconnaître plusieurs épitopes différents
situés à la surface de la protéine.
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Les anticorps que nous avons obtenus ne sont pas spécifiques à Pitxl, mais
reconnaissent les trois membres de la famille Pitx (voir figure 3.6 a et b, p.75). Cette
absence de spécificité n’est pas surprenante vu la taille de l’épitope injecté, et
l’homologie existante entre les trois Pitx, surtout dans l’homéodomaine (voir figure 1.3,
p.28) (Drouin et al., 199$a). Par contre, ce n’est pas vraiment un problème pour
l’utilisation qu’on voulait en faire, puisque Fiix] est exprimé très fortement dans le
mésenchyme des membres postérieurs, et que P11x2 est capable de compenser
partiellement pour la perte de Fitx] (Suh et aï., 2002;Marcil et al., 2003), ce qui signifie
qu’il est capable de réguler les mêmes gènes. Quant à P11x3, il n’est exprimé que dans les
myoblastes et les cellules musculaires qui ont migré dans les membres, donc dans un type
cellulaire bien défini (Coulon et al, manuscrit en préparation).
Avant de tester si ces anticorps sont efficaces en ChIP, il fallait s’assurer qu’ils
étaient efficaces en IP. Ces anticorps sont en effet capables d’immunoprécipiter la
protéine endogène efficacement à partir de cellules en culture (voir figure 3.7 a et b,
p.77). Malheureusement, il n’existe pas de bon modèle de cellules de mésenchyme de
membres postérieurs en culture. Il faut donc partir directement d’une grande quantité
d’embryons de souris à chaque expérience, et ces IP semblent moins efficaces (voir
figure 3.7 e, p.77). Possiblement que les conditions de fixation et d’extraction,
directement à partir des bourgeons de membres, pourraient être optimisées.
Pour les expériences de ChIP, j’ai tout d’abord testé les conditions sur les cellules
en culture. On sait que Pitxl a une activité de liaison à l’ADN qui ressemble à celle de la
protéine bicoïde de drosophile, qui lie la séquence TAATCC de 6 pb (Hanes et al.,
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19$9;Treisman et al., 1989). J’ai tout d’abord choisi d’utiliser les cellules AtT2O parce
que le rôle de Pitxl dans ces cellules, sur le promoteur de la POMC, était bien
caractérisé. Pitxl active la transcription de POMC en se liant à un site TAAGCC situé
dans la partie centrale du promoteur (Lamonerie et al., 1996). Cette région peut donc
nous servir pour tester, par PCR, l’enrichissement général des cibles de Pitx dans ces
cellules. Aussi, en commençant par trouver des cibles dans des cellules en culture, même
si elles sont d’origine hypophysaire, ceci pourrait permettre de valider la technique et de
trouver des cibles de Pitxl ubiquitaires, et donc, possiblement exprimées également dans
les membres. Il est essentiel de connaître au moins une cible de Pitxl dans les membres
pour pouvoir mettre les conditions de ChIP au point. Par contre, les enrichissements de
POMC suite aux ChIP Pitxl dans les cellules AtT2O n’étaient pas tellement élevés (voir
figure 3.8 a, p.8O). Même en changeant de type cellulaire et en utilisant les cellules Œ-T3,
qui expriment plus fortement Pitxl, les enrichissements sur l’a-GSU n’étaient pas
tellement plus élevés (voir figure 3.8 c, p.$O). Pourtant, on sait que Pitxl lie fortement
l’ADN. Il devrait donc se retrouver sur ces gènes cibles dans la majorité des cellules. Par
contre, la fixation peut introduire un biais vis-à-vis la disponibilité des épitopes, et celle-
ci peut être variable d’un locus génomique à un autre. Aussi, les facteurs de transcription
se retrouvent directement liés à l’ADN, et les épitopes peuvent être masqués par des
interactions que l’on suppose nombreuses non seulement avec l’ADN, avec d’autres
facteurs de transcription, mais également avec les co-facteurs qui habituellement sont très
volumineux. Il aurait été intéressant de pouvoir tester l’enrichissement d’autres cibles de
Pitxl dans ces cellules. La POMC et l’a-G$U codent pour des hormones ou des sous
unités hormonales et sont donc fortement exprimées dans ces cellules, et les sites Pitx
dans ces promoteurs sont relativement près de l’initiation. Il est possible que dans ces
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cas, la protéine Pitxl soit masquée par toute la machinerie transcriptionnelle et que
d’autres cibles auraient pu être plus enrichies que celles qu’on a testé.
L’utilisation des doubles-ChIP m’a permis d’obtenir de meilleurs enrichissements
dans les cellules Œ-T3. Cette technique permet d’éliminer considérablement le bruit de
fond, mais beaucoup de matériel est perdu, et il reste encore trop de bruit de fond pour
cloner directement l’ADN recueilli. Le principal problème de la technique de ChIP est la
quantité incroyable de bruit de fond, d’ADN qui colle non-spécifiquement aux billes par
rapport à l’ADN qui correspond aux vraies cibles. Les cibles spécifiques, même si elles
sont bien enrichies, correspondent à une très faible fraction de tout l’ADN recueilli. Cela
met en lumière la nécessité de développer une technique pour éliminer le non-spécifique,
c’est pourquoi plusieurs personnes travaillent sur ce sujet au laboratoire.
Enfin, un autre des problèmes important de cette technique est la façon avec
laquelle on identifie les gènes cibles. On se base principalement sur la proximité des
séquences codantes par rapport à la région immunoprécipitée et séquencée afin
d’identifier les gènes cibles. De plus en plus, il y a des exemples de régions régulatrices
qui se situent très loin des gènes qu’elles régulent, avec des « enhancers » parfois à des
millions de pb de leur gène cible (Sagai et al., 2004). Dans ces cas-là, c’est impossible de
trouver ces cibles par ChIP. De plus, s’il y a plusieurs gènes dans une même région, ça
devient difficile de définir la vraie cible. Ceci met en évidence l’importance d’avoir des
expériences complémentaires, comme les puces à ARNm, qui peuvent nous indiquer
rapidement si une cible varie en absence du facteur de transcription en question.
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La conclusion des expériences de ChIP que j’ai effectuées est que les anticorps ci
Pitxl que nous avons faits ne sont pas très efficaces. Une des façons de contourner ce
problème serait d’ajouter un épitope articifiel à Pitxl et de faire des lignées cellulaires
stables exprimant cette protéine étiquetée. Les étiquettes sont normalement très
fonctionnelles en IP. Par contre, celle solution est loin d’être parfaite. Premièrement, les
clones obtenus exprimeraient toujours la protéine endogène; il y aurait donc
constamment une compétition entre les deux sur chaque site de liaison sur l’ADN. Si
l’épitope artificiel diminue légèrement la capacité de liaison à l’ADN ou l’interaction
avec des co-régulateurs, la protéine endogène sera favorisée. Aussi, l’expression de cette
protéine a pour effet d’augmenter la quantité totale de Pitxl, ce qui peut avoir des effets
non désirés. On sait que la surexpression de Pitxl affecte la croissance de certaines
cellules. La surexpression pourrait également forcer la protéine à occuper des sites sur
l’ADN qui ne le sont pas en situation normale. finalement, il ne faut pas oublier que mon
but était d’utiliser celle technique afin d’étudier les rôles de Pitx dans les membres. Ceci
impliquerait donc de faire des souris transgéniques, et le problème de surexpression du
transgène demeure présent.
4.3 Tbx4, gène cible potentiel de Pitxl
Tbx4 est le seul autre gène avec Piixi à être exprimé de façon spécifique dans tout
le mésenchyme des membres postérieurs, et son expression semble débuter peu après
celle de Phx] (Lanctot et al., 1997;Gibson-Brown et aï., 1998b). Dans les embryons
Pllx]-/-, l’expression de Tbx4 est grandement diminuée (Szeto et al., 1999;Lanctot et aï.,
1 999b). Aussi, des expériences de gain de fonction chez le poulet ont montré que la
surexpression de PIIxi dans les membres antérieurs induit l’expression de Tbx4, et
109
ultimement la transformation partielle des ailes en pattes (Ohuchi et al., 199$;Gibson-
Brown et al., 199$a;Rodriguez-Esteban et al., 1999;Takeuchi et al., 1999). Tous ces
résultats semblent impliquer Pitx] dans une cascade transcriptionnelle en amont de Tbx4.
Est-ce que Tbx4 est une cible directe de Pitx] dans le mésenchyme des membres
postérieurs? Pour répondre à cette question, j’ai commencé par étudier le locus Tbx4 par
des moyens bioinformatiques. Dans les banques de données publiques, le gène Tbx1 est
composé de 8 exons, tous codants. Par contre, les banques d’EST (expressed sequence
tags) contiennent un EST composé d’un exon situé en amont, et qui s’épisse avec les
deux premiers exons de Tbx4. Celui-ci provient d’une banque de placenta, où Tbx4 est
normalement exprimé. Les résultats de RT-PCR que j’ai obtenus montrent que cet exon
semble bien s’épisser avec le premier exon de Tbx4. Cet exon semble non-codant puisque
tous les ATG présents sont en phase avec des codons stop. La découverte de cet exon est
importante puisque le site d’initiation d’un gène nous permet de situer le promoteur. De
plus, la majorité des cibles connues de Piix] sont régulées via un site qui se situe dans le
promoteur, assez près de l’initiation (Lamonerie et al., 1996;Tremblay et al., 1998). Je
n’ai pas réussi, avec les techniques utilisées de RT-PCR et de 5’ RACE, à déterminer
précisément le site d’initiation de Tbx4. Par contre, j ‘ai identifié une région d’environ
400 pb qui semble le contenir. D’autres techniques pourraient être utilisées pour
déterminer de façon plus précise où se situe le +1, comme par exemple la technique de
protection à la RNase (de Groot et al., 2000). Cette technique est très sensible et permet
de trouver précisément le site d’initiation. Elle permet également de trouver, dans les cas
où il y a plusieurs isoformes, les différentes extrémités 5’ des transcrits. Pour Tbx4, il ne
serait pas surprenant qu’il existe plusieurs isoformes, puisque le gène Tbx5, son plus
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proche parent dans la famille des Tbx, code pour plus d’un isoforme. Par contre, ces
isoformes proviennent plutôt d’épissage alternatif et non de l’utilisation de différents
promoteurs et sites d’initiation.
L’analyse bio-informatique de la région de 400 pb qui semble contenir le site
d’initiation de Tbx4 n’a pas révélé la présence d’une boîte TATA ou d’un site d’initiation
consensus. Il semble donc que ce soit un site d’initiation non-traditionnel. Tbx4 se situe
sur le chromosome 11 de souris, en tandem avec Tbx2. D’un point de vue évolutif, ces
deux gènes proviendraient de la duplication d’un tandem ancestral qui aurait donné
Tbx2/Tbx4 et Tbx3/TbxS (Agulnik et al., 1 996;Ruvinsky et al., 1999). Tbx4 et TbxS sont
donc très homologues, puisqu’ifs ont une origine commune. Il est intéressant de noter que
contrairement à Tbx4, Tbx5 est exprimé spécifiquement dans tout le mésenchyme des
membres antérieurs. L’organisation génomique de Tbx5 a été déterminée de façon
expérimentale. Tbx5 contient un exon 1 non-codant, et son site d’initiation est également
non-traditionnel, sans boîte TATA, et non reconnu par les programmes utilisés (Li et al.,
1997). Peut-être que cette caractéristique aurait été héritée du gène ancestral.
Ensuite, j’ai porté mon attention sur la conservation, dans le locus Tbx4, entre les
séquences génomiques de souris et les séquences humaines. Une pression sélective est
exercée, à travers les espèces, sur les séquences qui sont essentielles à la fonction d’un
gène. Ainsi, la conservation se manifeste surtout dans les séquences codantes et dans les
éléments de régulation transcriptionnelle. Le locus Tbx4 contient plusieurs régions
conservées, notamment la région correspondant au nouvel exon I que j’ai défini, qui est
presque aussi conservé que les autres exons.
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Parmi les régions conservées entre les séquences humaines et celles de souris,
certaines d’entre elles contenaient des sites potentiels pour les Pitx. Le site de liaison des
membres de la famille Pitx est composé de 6 pb, TAAT/GCC. Un site avec seulement 6
pb se retrouve, statistiquement, assez fréquemment dans le génome. Pour cette raison, je
me suis concentrée uniquement sur les sites potentiels qui étaient situés dans des régions
conservées. J’ai cloné cinq régions provenant du locus Tbx4, soit 5 kb de promoteur,
l’intron 1, qui se situe entre le nouvel exon que j’ai déterminé et l’exon contenant l’ATG,
ainsi que trois courtes régions situées, la première à -9 kb en 5’ et les deux autres à
+9 kb dans l’intron 3. Chacune de ces régions a un degré de conservation élevé, et
contient un ou des sites potentiels conservés pour Pitxl.
Les résultats de transfection montrent que même si chacun des fragments clonés
contient un site Pitxl potentiel, ils ne répondent pas tous à des doses croissantes de
vecteur d’expression codant pour Fiix] (voir figure 3.11, p.90). Ces expériences
montrent aussi que les trois courtes régions clonées (A/B/C) sont capables d’être activées
par Pitxl (voir figure 3.11 f, g et h, p.9O). Il est intéressant de noter que ces régions ont
une activité de base non négligeable, même si le vecteur utilisé ne contient pas de
promoteur minimum. Ceci pourrait s’expliquer par la présence d’un promoteur cryptique
soit dans chacune de ces régions, soit dans le plasmide (pxp2), qui, en présence d’une
forte activité «enhancer », permettrait l’activation de la transcription de la luciférase. Par
ailleurs, il serait intéressant de voir si l’activation par Pitxl peut être additive. Par
exemple, si on clonait les deux régions de l’intron 3 ensembles, dans le même vecteur,
est-ce que l’activation par Pitxl pourrait être plus importante? La région A est également
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activable par Pitxl. Par contre, lorsque cette région est clonée dans le contexte du
promoteur de 9,5kb, Pitxl n’est plus capable d’activer cette construction (voir figure
3.11 e, p.90). Une différence entre les deux constructions est la distance entre les sites
Pitxl situés dans la région A avec le site d’initiation de la transcription. Lorsque les sites
sont plus éloignés, l’activation n’est plus efficace. Il serait intéressant de tester ces deux
constructions (toutes les autres aussi d’ailleurs) dans un autre type cellulaire. Les cellules
utilisées pour ces expériences étaient des cellules L, qui sont des fibroblastes de souris
qui n’expriment pas Pitxl (ni Tbx4 d’ailleurs). Peut-être qu’il manque, dans ces cellules,
des (co)-facteurs permettant l’activation à distance, en temps que médiateur ou
permettant le repliement correct de l’ADN. L’absence d’activation pourrait également
provenir de séquences inhibitrices qui pourraient se trouver dans le promoteur de 9,5kb.
L’idéal serait de tester ces constructions, ainsi que la réponse à Pitxl, dans un
type cellulaire qui exprime normalement Tbx4, mais aucun n’est décrit dans la littérature.
Je pourrais tester ces constructions dans des cultures primaires de membres, pour voir si
les résultats sont semblables. Le contexte cellulaire se rapprocherait alors plus de la
réalité. L’étude dans un contexte cellulaire plus approprié pourrait permettre de clarifier
ou de confirmer l’importance de chacune des régions clonées, car il y a peut-être des
effets qu’on manque, ou qui sont beaucoup plus faibles en absence des co-facteurs
appropriés. Je pourrais ainsi comparer l’activité de base de chacune des constructions,
pour voir si celle-ci varie d’un type cellulaire à un autre. Dans des cellules hétérologues,
l’intronl est la région avec la plus grande activité de base, beaucoup plus élevée que celle
du promoteur de 5kb. Il serait intéressant de vérifier si c’est la même chose dans d’autres
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types cellulaires. Ceci pourrait indiquer qu’il existe plus d’un isoforme et que l’intronl
est en fait le promoteur de l’isoforme qui commence à l’ATG.
En outre, pour m’assurer que l’effet que je vois en transfection est bien
spécifique, il serait important de muter le ou les sites Pitxl présents dans les régions qui
répondent pour voir si cela fait perdre la réponse à Pitx 1. Ceci pourrait aussi permettre
d’identifier le ou les site(s) qui médie(nt) la réponse.
Pour s’assurer que les régions que j’ai clonées contribuent véritablement à
l’expression de Tbx4 dans le mésenchyrne des membres postérieurs, il faudrait les tester
en transgénique. Le grand avantage des transgéniques, c’est qu’on est sûr qu’il y a tous
les facteurs nécessaires et importants pour l’expression dans la souris. Il serait intéressant
de tester si les régions qui répondent à Pitxl sont suffisantes pour permettre l’expression
dans les membres postérieurs, et si cette expression est perdue lorsque le ou les sites Pitx
sont mutés. Peut-être que les régions plus grandes, mais qui ne sont pas activées par
Pitx 1, comme l’intron 1, qui est très conservé sur toute sa longueur, et qui est très actif en
transfection, ou encore le promoteur de 9,5kb, pourrait également permettre l’expression.
Il faut se rappeler que dans le ko Piixi, l’expression de Tbx4 est diminuée, mais il en
reste quand même, ce qui montre que Piix] n’est pas essentiel ou absolument requis pour
l’expression de Tbx4 dans les membres postérieurs. Par contre, ces régions pourraient
participer à l’expression sans être nécessairement suffisantes à elles seules.
Ensuite, il serait intéressant de montrer que Piix] est capable d’induire
l’expression de Tbx4. Les expériences de surexpression chez le poulet ont montré que
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l’induction de Tbx4 est tardive, et serait possiblement restreinte aux cellules
prolifératives. Est-ce que l’induction observée se situe dans les mêmes cellules? Un
moyen de répondre à cette question serait d’utiliser les cellules provenant de cultures
primaires de membres postérieurs d’embryons Piixl-/-. Ces cellules devraient exprimer
moins de Tbx4 que les cellules provenant d’embryons de type sauvage. Théoriquement,
en ré-exprimant Pitxl dans ces cellules, l’expression de Tbx4 devrait être augmentée. Les
cultures primaires sont difficiles à transfecter par les méthodes traditionnelles, mais on
pourrait utiliser des infections virales qui seraient sans doute plus efficaces. La cinétique
d’expression de FIIxi et de Tbx4 pourra être vérifiée par western blot, puisque nous
avons des anticorps a-Pitxl et Œ-Tbx4 qui fonctionnent très bien. Si l’induction de Tbx4
se fait rapidement après celle de Pitxl, ceci pourrait indiquer que l’effet est direct. Une
façon encore plus directe de vérifier si l’induction de Tbx4 se fait dans la même cellule
serait d’utiliser la technique de micro-injection pour rajouter du Pitxl dans une cellule en
particulier, et vérifier par la suite par immunocytologie si Tbx4 devient exprimé.
finalement, la présence de Pitxl sur les régions génomiques que j’ai identifiées
en transfection et qui semblent capables de médier l’activation, devrait être vérifiée par
ChIP. J’ai tenté une fois cette expérience, sans succès, mais les conditions de ChIP à
partir de bourgeons de membres doivent être mises au point. Un résultat positif de ChIP
viendrait prouver hors de tout doute que Tbx4 est une cible transcriptionnelle directe de
]3ilx].
En résumé, Piix] participe à la spécification de l’identité des membres
postérieurs, ainsi qu’au contrôle de la croissance de ces membres. Des rôles semblables
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avaient été suggérés pour Tbx4. Par contre, une étude récente a remis en question le rôle
de Fitx] dans la croissance et le rôle de Tbx4 dans la spécification de l’identité
postérieure (Minguillon et al., 2005). Les résultats que nous avons obtenus avec le
double-mutant Fitxl/2 sont assez probants en ce qui concerne l’importance des Fiix dans
la croissance des membres postérieurs. De plus, les études qui portent sur les poissons
«stickleback» ont montré que l’absence ou la diminution importante des nageoires
pelviennes, l’équivalent des membres postérieurs, était liée principalement à une perte
d’expression de Pitx] dans ces structures (Cole et al., 2003;Shapiro et al., 2004). Donc,
dans ces études, Piixi est le principal locus responsable de la perte des membres
postérieurs, mais le locus Tbx4, tout comme celui de Pitx2 d’ailleurs, sont également
ressortis comme des locus contribuants faiblement au changement. D’ailleurs,
l’expression de Tbx4 est également absente dans la région pelvienne des poissons n’ayant
pas de nageoire. Ces résultats renforcent l’idée que Pitx] pourrait jouer un rôle important
dans la croissance des membres postérieurs et que ce rôle a été conservé dans les
différentes espèces au cours de l’évolution. Ce rôle pourrait impliquer le contrôle de
l’expression de Tbx4. De plus, on sait que Pitxl est capable d’interagir et de synergiser
avec T-Pit, un membre de la famille des protéines à boîte T (Lamolet et al., 2001). Pitxl
pourrait donc, en plus de contrôler l’expression de Tbx4, participer avec lui au contrôle
de gènes cibles communs.
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SUMMARY
Two closely related homeobox transcription factors, Pitxl and Pitx2, have been
implicated in patteming of lateral plate mesoderm derivatives, Pitxl for specification of
hindlimb identity and Pitx2 for determination of laterality. We now show that together
Pitxl and Pitx2 are required for formation ofhindlimb buds, and when present in limited
dosage, for development of proximal (femur) and anterior (tibia and digit 1) hindlimb
structures. While Pitxl is expressed throughout developing hindlimb buds, Pitx2 is not
expressed in limb bud mesenchyme itself but is co-expressed with Pitxl in the
presumptive hindlimb field before bud growth. Thus, Pitx] and Fitx2 genes are required
for sustained hindlimb bud growth and formation ofhindlimbs.
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INTRODUCTION
Limb patteming and growth appear to be intimately interrelated as the same
signais have been implicated in both processes. In particular, members of the fibroblast
growth factor (Fgf) family are associated with early events of limb induction, outgrowth
and maintenance (Martin, 1998). An early marker of limb field specification is provided
by the restriction of FgflO expression within the lateral plate mesoderm (lpm)
corresponding to this field (Ohuchi et al., 1997). Signais for restriction of Fgf]O
expression to this field may involve fg/8 in the corresponding intermediate mesoderm
(Crossley et al., 1996) and/or Wnt signalling molecules (Kawakami et al., 2001). This
early restricted expression of fgflO appears responsible for induction of Fgf8 in the
overlying surface ectoderm destined to become the apical ectodermal ridge (AER) of the
growing limb. This initial action of Fgf]O appears essential for limb outgrowth since
Fgf]O deficient mice failed to develop limbs (Min et al., 1998; Sekine et al., 1999). In
tum, the AER and growth factors it produces, including fgf8, play an essential role for
limb bud outgrowth (Fallon et al., 1994; Sun et al., 2002; Lewandoski et al., 2000;
Crossley et al., 1996; Niswander et al., 1993). One ofthese roles is for the maintenance
of FgflO expression in the growing limb mesenchyme (Crossley et al., 1996; Ohuchi et
al., 1997). In addition, the AER and FgJ8 are important for induction of
anterior/posterior (A/P) polarity. Indeed, Fg/8 is required for induction of the zone of
polarising activity (ZPA), a structure that expresses the posteriorizing signal molecule
sonic hedgehog (Shh) (Lewandoski et al., 2000). In tum, Shh feedbacks on the AER to
induce expression of another growth factor, fgf4 (Zuniga et al., 1999).
En-1 and Lmxlb are both transcription factors of the homeodomain family and
they appear to play roles in marking the identity of ventral or dorsal limb domains
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respectiveiy (Chen and Johnson, 1999). Indeed, the knockout of these genes lead to the
ioss of ventral (En-]) (Logan et al., 1997; Loomis et al., 199$) or dorsal (Lmxlb)
structures in mice (Chen et ai., 199$; Dreyer et ai., 199$). $imilariy, the identity of
proximo-distal domains in the limb appears to be defined very early in the growing limb
bud. In particular, the proximal limb domain where stylopod (femur or humerus) will
form is marked by expression of other homeobox-containing transcription factors, Meis 1
and Meis2, and gain-of-function experiments in chick embryos have suggested that this
restricted expression is required for specification of both zeugopod and styiopod domains
ofthe iimb (Capdevila et ai., 1999; Mercader et al., 2000).
The scheme described above for limb induction, patteming, and growth is thought
to be a generic one acting both at foreiimbs (fL) and hindlimbs (HL). However, the
appearance of distinct HL during evolution has likely required a new set of signais and
transcription factors to mark the identity of HL by comparison to FL. The extent to
which FL represent a defauit pathway for limb formation remains a subject of debate
aithough fL-specific transcription factors such Tbx5 have been identified (Chapman et
ai., 1996; Gibson-Brown et ai., 1996; Gibson-Brown et al., 199$; Logan et ai., 199$b)
and invoived in FL formation (Basson et al., 1997; Li et al., 1997; Rodriguez-Esteban et
al., 1999; Takeuchi et ai., 1999). The implication of transcription factors for
specification of HL identity is ciearer. Indeed, the homeobox containing transcription
factor Pitxl (Ptxl) was shown to become specifically restricted to HL mesenchyme
following its early expression throughout posterior lpm (Lanctôt et al., 1997). The roie
of Piix] in HL identity was ciearly supported by gene inactivation experiments in mice
that resulted in HLs showing features of FL in particuÏar at the level of zeugopod and
knee joint (Lanctôt et al., 1999b; Szeto et al., 1999). The interpretation of these studies
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were further supported by gain-of-function experiments using retrovirus-mediated Plix]
expression in FL buds of chick embryos: the resulting wings developed with partial
features of legs both at the level of skeleton and muscle (Logan and Tabin, 1999).
Another transcription factor, a member of the T-box family Tbx4, was also implicated in
specification of T-IL identity but its expression appears to be downstream and, in part,
under control ofPitx] (Lanctôt et al., 1999b; Szeto et al., 1999; Logan and Tabin, 1999).
A surprising observation made on Pitxl-/- embryos was a relatively frequent lefi
right (L-R) asymmetry in the severity of the phenotype (Lanctôt et al., 1 999b). Indeed,
femur length was found to be more often reduced on the right compared to lefi HLs.
Since the Piix]-related homeobox factor P11x2 was shown to be an effector for L-R
asymmetry in the lpm (Logan et al., 1998a; Piedra et al., 1998; Ryan et al., 1998;
Yoshioka et al., 1998), we have suggested that redundancy between the Pitx genes may
explain the L-R asymmetry in the phenotype of Piix]-/- embryos. This redundancy is
somewhat counter-intuitive because under normal conditions both limbs are symmetrical
and are not subject to L-R patteming. In part to verify this hypothesis, we generated
mice that are double mutants for Piix] and P11x2. The analysis of these mice flot only
confirmed an apparent redundancy between the two factors but unexpectedly highlighted
a co-operative role of both Piix genes in formation ofHL buds.
MATERIALS AND METHOUS
Mice
The Piix] and Pitx2 mutant alleles (Fig. lA) and their phenotypes were described
previously (Gage et al., 1999; Lanctôt et al., 1999b). Genotyping of embryos or pups
was done by PCR as described (Gage et al., 1999; Lanctôt et al., 1999b) using DNA
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isolated from the newbom’s tau or umbilical cord/amniotic membrane. Separate PCR
reactions were done for Fitxl and Pitx2 genotyping. Except for Piix]-/- mice in the
129sv background, ail other mice used in this study were in mixed genetic background.
Noon of the day on which a vaginal plug was detected was considered as —E0.5.
Embryos were staged more precisely by counting the number of somites posterior to the
forelimb bud and scoring the first one counted as somite 13 (Lewandoski et al., 2000).
Skeletal preparation and staining
E17.5 or E16.5 embryos were stained with alcian blue and alizarin red, and
younger embryos (E13.5) were only stained with alcian blue as described (McLeod,
1980).
Wholemount embryo staining
Wholemount in situ hybridization and immunohistochemistry was done as
described in protocols from Dr. Janet Rossant’s laboratory. These two protocols used
can be found at http ://www.mshri.on.ca/develop/rossant/protocols .html.
Immunohistochemistry
Section immunohistochemistry was performed as described (Lanctôt et al., 1999a)
using previously characterized Pitxl and Pitx2 primary antibodies (Tremblay et al., 1998;
Hjalt et al., 2000). MyoD antibody was purchased ftom Pharmingen. Biotinylated anti
rabbit (Vector Labs, 1/150), was used as secondary antibody and revealed using
streptavidin-HRP (NEL75O, NEN, 1/1000) and DAB. Slides were counter-stained with
methyl green.
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RESULTS
Inactivation of the mouse Pitxl (Fig. lA) resulted in loss of some HL-specific
features and their replacement by features reminiscent ofFL (Lanctôt et al., 1999b; Szeto
et al., 1999). More specificaiiy, the diameters of tibia and fibula were similar, unlike the
normal bones but much like radius and uina of FL, and secondary cartilage of the knee
joints did not form in Pitx]-/- mice, resembling instead the FL articulation. Also, the
fibula contacted directiy the femur in Fitxl-/- mice as opposed to contacting the tibia in
wild-type or heterozygous littermates. Femur length was also reduced in Pitxl-/- HLs.
$urprisingly, this reduction was often greater (in about 2/3 of mice) on the right
compared to ieft side (Fig. lB). In a mixed genetic background (129sv / Balb/c), Fitxl-/
mice occasionaiiy exhibited ioss of digit one of the right but not lefi HL. However, loss
of the right HL digit one occurred in ail homozygous mice when the knockout allele was
present in a pure 129sv background (Fig. 1C). Also occasionally, the attachment of
pelvic bones to vertebrae was displaced posterially in Pitxl-/- mice. Norrnally, the
anterior tip of the ilium is attached to first sacral vertebra, Si. In knockout embryos
which lack ilium, this attachment is through the acetabulum and in some embryos, it is
displaced posterioriy to S2 or S3. In a few cases, this posterior displacement was
asymmetrical with greater displacement on the right than lefi side (Fig. 1D). Taken
together, these observations point to greater penetrance ofthe Pitxl nuli phenotype on the
right than lefi side. In view of the predominant expression of P11x2, a factor closely
related to Pitxl, in left-side lpm, we put forward the hypothesis of a partial redundancy
between these two Piix genes.
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In order to ascertain the putative redundancy between Pitxl and P11x2 genes,
Fiixi +/- mice were crossed with mice carrying either a hypomorphic (neo) or nuil allele
of the P11x2 gene (Fig. lA) (Gage et al., 1999). To obtain double mutant mice, we
crossed Fitx]+/- mice with F11x2+/- mice. Surprisingly, we did flot get the expected
Mendelien ratio of 25% double heterozygotes (Fiixi +/-,Fitv2+/-) but only 2%. We
cannot explain the poor viability ofthese mice. This was flot observed with the Fitx2neo
allele, which gave close to the expected yield (20%) when crossed with Fitxl+/- mice.
Double mutant embryos (Fitx]-/-,Fitx2+/-) were obtained by crossing Fitvl+/- mice with
Fitxl+/-,Fitx2+/- mice. We only ever got one Fitx]-/-,Fitx2-/- embryo by intercrossing
double heterozygotes and a few Piixl-/-,Fitx2neo/- embryos were obtained by crossing
double heterozygotes of each F11x2 allele.
Mutant (Fitx]-/-,Fitx2neo/neo) mice with the most extreme phenotype showed a
much more extensive phenotype than single mutant mice (fig. 2). Whereas Fitx]-/- mice
exhibit the patteming defects described above, Fitx2 mutant embryos do not exhibit any
obvious limb defect (Gage et al., 1999; Kitamura et al., 1997; Lin et al., 1999; Lu et al.,
1999). In contrast, double mutant mice have lost three HL skeletal elements. Indeed,
both right and lefi femur, tibia and digit one are missing in these embryos (Fig. 2). The
pelvis is not more severely affected than in Fitxl-/- mice. The identification of the only
remaining zeugopodal element as fibula is based on the contact between this bone and the
calcaneus. Except for the loss of digit one, it is striking how the autopod is unaffected by
the double gene mutation.
In agreement with the hypothesis of a gene dosage-dependent phenotype, the loss
of HL skeletal elements followed a reproducible pattem in series of embryos deficient for
Fiix], either carrying the Piix2neo/neo alleles (data not shown) or the F11x2+/- alleles
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(Fig. 3). The order of bone loss with progressive penetrance of the phenotype is as
follows. Right digit 1 was the most sensitive to loss of Pitx function (Fig. 3B) as was
observed in some Fitxl-/- mice (Fig. 1 C). In more affected embryos, the right tibia
partially or completely failed to develop (Fig. 3C) and then, the right femur was lost (Fig.
3D). On the lefi side, dependence on Pitx function followed a similar sequence: digit 1
(Fig. 3D), tibia (Fig. 3E) followed by reduction (Fig. 3F) and loss of left femur (Fig. 2).
Ail skeletal preparations examined (over 20 embryos) fit within this sequence of bone
losses. The phenotype of these double mutant mice is in part reminiscent of embryos
deficient for limb AER FgJ8 expression. Indeed, these mice also failed to develop femur
and digit 1 and the tibia is hypoplastic ((Lewandoski et al., 2000).
Analysis of early limb bud development revealed smaller HL buds (in ah of over
100 embryo pairs examined), both in Pitx]-/- and Fiix]-/-,Fitx2+/- embryos compared to
wild-type littermates (Fig. 4). In most cases (6O% of pair comparisons), himb bud size
reduction was greater for double than single mutant embryos (Fig. 4A). Greater
reduction was observed on right compared to lefi side in about 50% of either Piixl-/- or
double mutant embryos. The reduction in Pitxl-/- HL bud size is surprising since these
embryos show patteming defects but no loss of skeletal elements, except for reduction in
femur size. This observation could however be consistent with a joint role of Fitxl and
P11x2 genes in early expansion of lpm in the HL field and of early limb bud mesenchyme.
When measured relative to somites (Fig. 4A), the reduction in HL bud size observed in
mutant embryos is striking since it resuits from a narrowing of the HL bud from a length
of about 3 / 4 somites (approx. somites 24’4 to 2$) to a length 2’4 somites in Pitxl-/
embryos (approx. somites 254 to 2$) and to a length about 2 somites in Piix]-/-,F11x2+/-
embryos (approx. somites 26 to 274-2$). In ahi cases, the limb bud is centered on somite
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27. This narrowing along the A/P axis was best revealed in embryos labelled by
wholemount in situ hybridization with a probe for Tbx4, a HL-specific marker which was
previously shown to be decreased in Piixl-/- embryos (Lanctôt et al., 1999b; Szeto et al.,
1999) and which is similarly decreased in double mutant embryos (Fig. 4A). Thus, HL
bud size reduction affects both outgrowth and width ofthe bud along the A/P axis.
Bud outgrowth is thought to be controlled by growth factors produced by the
AER. In particular, Fgf’8 is the earliest growth factor to mark the AER and at E1O.5, this
Fgf8 expression appears similar in single and double mutant embryos compared to wild
type (fig. 4B). FgflO expressed throughout the mesenchyme of the limb bud is also
thought to play a role in growth control (Ohuchi et al., 1997). fgflO expression did not
appear to be affected in the single or double mutant embryos (fig. 4C). Although
expression of fg/8 and FgflO are not grossly affected in mutant embryos, the loss of
skeletal elements in double mutant embryos may reveal a failure to specify limb bud
segments, for example the proximal segment ftom which the stylopod (femur) develops.
Since this proximal segment is marked by expression of Meis genes, we investigated
Meis gene expression in embryos mutant for Fiix], or for Piix] and Pitx2. In both, Meis2
expression was similar to that of wild-type embryos (Fig. 4D); similar results were
obtained for Meis] (data not shown). These data suggest that failure to develop stylopod
(femur) in Pitx]-/-,Pitx2+/- embryos does not resuit ftom a failure to specify the
proximal limb domain.
However, limb outgrowth could be curtailed if early expression of Fgfs was
delayed, (Min et al., 199$; Sekine et al., 1999; Lewandoski et al., 2000; Moon and
Capecchi, 2000). For this reason, we investigated early expression of FgflO, Fg/8 and
other markers. As shown in Figure 4E, early HL expression (25 somites) of Fgf]O was
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flot significantly altered in either Piixl-/- or Pitx]-/-,Pitx2+/- embryos. Examination of
5-10 embryos/genotype suggested a slight decrease of Fgf] O expression, but this proved
difficuit to substantiate objectively. Similarly, early HL expression of Bmp7 was not
different in double compared to single mutant embryos (Fig. 4F) and AER expression of
Msx2 was also unaffected in mutant embryos (Fig. 4G). AER expression of FgJ8 in HL
starts at stage 27 somites in wild-type embryos. A similar onset was observed for Fitx]
/- embryos although expression could be slightly reduced (Fig. 4H). AER expression of
Fg/8 was delayed in Fitxï-/-,Fitx2+/- embryos with an onset at stage 30 somites (Fig.
4H). Hence, a delay and/or reduction in AER expression of Fgf8 may account in part for
the phenotype of double mutant embryos, as proposed to explain the differential effect in
FL or HL of conditional Fg/8 knockout (Lewandoski et al., 2000).
The reduction in HL bud size along the A/P axis suggests that AIP patteming of
the limb bud might be altered. In order to assess this within the context of global AP
patteming, the expression in HL of posterior Hox genes was ascertained by wholemount
in situ hybridization. At E 11.5, the anterior border of HoxC]] expression was found to
be on the rostral side of somite 27 which lies in the middle of the developing HL buds
(Fig. SA). In Pitxl-/- and Pit]-/-,Piix2+/- embryos, the anterior border of HoxC]]
expression was the same relative to somite 27 (Fig. SA) but the narrowing of the HL bud
in mutant embryos appeared to resuit in loss of anterior bud mesenchyme. In agreement
with this, the strong band of HoxC]] expression observed in the posterior third of wild
type HL buds is similarly posterior in mutant limb buds but the band now accounts for
about half of the bud mesenchyme, as if anterior bud mesenchyme was missing (Fig.
SA). Expression ofHoxC9 and HoxC]O was not affected in these mutant embiyos (data
not shown).
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In order to further investigate A1P patteming within the buds, we assessed $hh
and G113 expression by wholemount in situ hybridization. Shh labels the ZPA which is
known to play an important organizer function to define A/P polarity in the limb bud and
GÏi3 marks the anterior bud mesenchyme. In both wild-type and Pitxl-/- embryos, $hh
expression was similar at the posterior margin of the limb bud (Fig. 5B). In contrast, $hh
expression extended halfway up the limb bud in Fitxl-/-,Fitx2±/- embryos (Fig. 5B).
Thus, the ZPA of double mutant embryos appears to extend further anteriorly compared
to wild-type or Fitxl-/- embryos. In contrast, anterior bud expression of G1i3 was similar
in mutant and wild-type embryos (Fig. 5C), indicating that anterior signais are stili
present in Fitx mutant embryos. AER expression of Fgf4 was also extended anteriorly in
mutant embryos (Fig. 5D). Given the narrowing of the limb bud, the apparent extension
of the ZPA may be secondary to the loss of mesenchyme andJor extension of posterior
signal. This was further assessed using another marker of posterior limb mesenchyme,
dHand, that was previously associated with A/P patteming defects at the zeugopod and
autopod levels (Charité et al., 1995; Femandez-Teran et al., 2000). Indeed,
overexpression of dHand in the HL has resulted in loss of tibia, similar to our double
mutant mice (Charité et al., 1995). Expression of dHand was found to extend more into
the anterior half of the HL bud in mutant embryos and a striking example of this is shown
in Figure 5E where dHand expression extends the entire width of the right limb bud at
zeugopod ievel but stiil only covers the posterior side ofthe ieft HL. Thus, the effect of
the loss of FUx genes, in particular at the zeugopod level, might be in part ascribed to a
more anterior expression of dHand within the limb bud.
Cleariy, the role of Piix genes would be best revealed in double nuli mutant
embryos. We only obtained one such embryo in almost two years ofbreeding and we got
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a few Pitx]-/-,Fitx2neo/- embryos, which should express less Pitx2 than nuli
heterozygotes. These latter embryos had more severely affected HL, in particular
autopods (fig. 6A-C). Indeed, both embryos shown in figure 6 have three remaining
digits on the lefi side and only two on the right as revealed either by alcian blue staining
of cartilage (fig. 6B) or by in situ hybridization for $ox9 which also marks cartilaginous
condensations (Fig. 6C). The further loss of digits as Filx2 gene dosage was decreased is
suggestive of a dependence on Pitx genes for expansion of limb bud mesenchyme. This
idea is further supported by the single PitxT,Pitx2 embryo that we obtained (Fig. 6D).
Indeed, at e 12.5, this embryo had severeïy retarded HL development. Furthermore, the
lefi T-IL bud exhibited some AER expression of FgJ8 and it was bigger than the right HL
bud. This L-R asymmetry cannot be attributed to Pilx2 and may suggest involvement of
other regulators. It thus appears that induction of AER function was flot prevented in
absence of both Fiix genes, although growth of HL buds was severely curtailed. Total
Fiix gene expression level appears to be the most important parameter for HL bud growth
as Pitx],Pitx2 embryos from the same lifter (Fig. 6D) had relatively normal HL bud
development, in agreement with the idea that Pitxl has the highest expression level and is
the most important for HL bud formation.
The genetic requirement for both Fiixi and Fi1x2 during growth and patterning of
HL is surprising in view of the previously characterized expression of these genes.
Whereas Piixi was known to be expressed from early-on throughout the HL
mesenchyme, Pitx2 is not known to be expressed in this mesenchyme (Campione et al.,
1999; Kitamura et al., 1997; Logan et al., 199$a; Mucchielli et al., 1996; Piedra et al.,
199$; Ryan et al., 199$; Semina et al., 1997; Yoshioka et al., 199$). It was therefore
surprising to observe such strong genetic requirement for both genes and this led us to
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reinvestigate in detail the expression of both Fitx genes from early development
throughout limb growth. Both wholemount and sectioned embryos were analyzed for
mRNA expression using in situ hybridization and for protein using
immunohistochemistry. Wholemount histochemical analysis of Pitxl ami Pitx2 in early
E$.5-E9.O embryos revealed that, in addition to their joint expression in the stomodeum,
both factors are also co-expressed in the tau bud region presumed to become the HL field
(f ig. 7). As previously reported (Lanctôt et al., 1997), Pitxl expression was restricted to
the lpm of the posterior end of the embryo (Fig. 7A, B, C, D). Pitx2 immunoreactivity
was observed in lefi lpm as previously reported (Logan et al., 1998a; Piedra et al., 1998;
Ryan et al., 1998; Yoshioka et al., 1998). However, this expression appeared to extend
throughout the length of the embryo down to the tau bud and weak expression was also
detected on the right side of the tau bud (Fig. 7A, B, C, D). This expression is much
weaker than that of Pitxl. The unexpected observation of co-expression of Pitxl and
Pitx2 in the tau bud region destined to become HL may offer the explanation for the
genetic interaction between the two Fitx genes. Later in development, Pitxl expression
is maintained throughout HL mesenchyme (Fig. 7E, f) whereas Pitx2 is flot present in
HL mesenchyme (Fig. 7E). 11e only limb bud expression of Pitx2 was observed in
myoblasts (Fig. 7F) as indicated by the similarity with the pattem of MyoD (fig. 7F) and
Pax3 (data not shown) expression. It had previously been shown that Pitx2 is expressed
in click myotomes and myoblasts (Logan et al., 199$a; Piedra et al., 199$). It us very
unlikely that Fitx2 expression in muscle ceils may be an important determinant for the
growth and patteming defects observed in double mutant mice since splotch mice which
do not form limb muscle stili form all skeletal elements (Henderson et al., 1999). Thus,
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co-expression of PiÏxl and Pitx2 is limited to the mesoderm of the very early HL field
and both genes appear required for early expansion of limb bud mesenchyme.
DISCUSSION
The present work indicates that Fitx genes play essential roles for patteming and
growth of HL structures. At least one fiinction of these genes appears to take place much
before the onset of limb bud outgrowth and may determine the potential of the HL field.
This was flot expected from analysis of Pitxl-deflcient embryos because Pitxl was
primarily associated with patteming defects during HL specification (Lanctôt et al.,
1999b; $zeto et al., 1999). We have found that HL buds ofFitxl-/- and, even more so,
FitxI-/-,Pi1x2+/- embryos are signiflcantly narrower (along the A/P axis) and shorter
(along the P/D axis) than those of littermate controls (Fig. 4 and 5). Although these
smaller limb buds are similarly positioned along the A/P axis (centered around somite
27), the loss of bud mesenchyme appeared greater on the anterior side upon inactivation
ofthe Piix] gene, and further loss was observed in double mutant embryos (Fig. 4 and 6).
This stepwise loss of limb bud mesenchyme leads to a different ratio of anterior
compared to posterior mesenchyme. Indeed, using HoxClÏ, Shh or dHand as markers of
posterior bud mesenchyme, it is clear that the proportion ofthe limb bud expressing those
posterior marker genes becomes greater in Pitx]-/- and Fitxl-/-,Pitx2+/- mice (f ig. 5).
The greater loss of skeletal elements observed in the few Piix]-/-,Pitx2neo/- embryos that
we obtained (Fig. 6A, B, C) might have resulted from even greater losses of early limb
bud mesenchyme than that shown in Figure 4. This is supported by the very small HL
buds observed on the single Pitx1-/-,Pitx2 embryo obtained (Fig. 6D). This ernbryo
may be similar to Fgf1O embryos which have almost no limb buds (Min et al., 1998;
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Sekine et al., 1999). Be that as it may, the loss of skeletal structures (fig. 2 and 3)
observed in the single and double mutant embryos appeared most likely to result from an
essential and dosage-dependent role of Piix genes in early mesoderm (fig. 7), much
before the initiation of limb bud outgrowth. Since Pitx2 is flot expressed in the growing
HL bud (Fig. 7), we are lefi to speculate that the early coexpression ofPitxl and Pitx2 in
mesoderm either determines the growth potential of this tissue in the HL forming region
and/or that the two Piix genes are essential for patteming the limb field (Fig. 8).
Hindlimb specification and patterning role of Pitxl
Pitxl was identified as the most upstream gene in a cascade that also includes
Tbx4 for specification of HL identity. This model derived from knockout of the P11x1
gene in mice (Lanctôt et al., 1999b; Szeto et al., 1999), and overexpression of Fitx]
(Logan and Tabin, 1999) and of Tbx4 (Takeuchi et al., 1999) in click wing buds. The
consequences of these manipulations were mostly observed at the level of zeugopod and
at the boundary between zeugopod and stylopod. Indeed, the autopod is not drastically
affected by Pitx] inactivation in mice. Other HL-specific factors include HoxC1O and
Cil (Nelson et al., 1996; Peterson et al., 1994) and these were shown to be induced by
ectopic expression ofPitxl in fL (Logan and Tabin, 1999), suggesting that they may be
downstream of Pitxl. Our results do flot agree with this interpretation as HoxCJ O and
Cli expression is unaffected in Pitxl-/- or double mutants.
In view of the effect of Plix] deficiency on early HL bud outgrowth (Fig. 4 and
5), it is worthwhile re-visiting the phenotype of Pitxl-/- mice in order to differentiate, if
possible, Pitxl functions that may be truly involved in specification as opposed to those
that involve dosage-dependence and redundancy with Pitx2. Two aspects of the Piix]
knockout qualitatively affect HL skeletal structures producing a resemblance to FL
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structures. These are the absence of secondary cartilage development leading to the
formation of an articulation that is more elbow- than knee-like, and the contact of fibula
with femur instead of tibia much like the contact between equivalent bones in FLs
(Lanctôt et al., 1 999b). These transformations are most likely to reflect a true HL
specification role of Pitxl. In contrast, the reduction in femur length may be associated
with defects in growth regulation rather than specification or patteming.
Pitx gene expression in posterior mesoderm and in HL bud mesenchyme
The demonstration of strong genetic interaction between the Fiixi and Pitx2
genes poses the question of where and when might the two genes be co-expressed or, if
flot co-expressed, what might be the tissues that interact to account for the phenotype of
the double mutants. The expression of Pitxl from very early in posterior lpm and
throughout the HL bud mesenchyme was already well established (Lanctôt et al., 1997).
However, Pitx2 did not appear to be present in limb buds, except in myoblasts, and, when
re-assessed using immunocytochemistry, we confirmed that Fitx2 is not expressed in HL
mesenchyme (Fig. 7E). However, Pitxl and Pitx2 were detected with similar pattems of
expression on both sides ofthe tail bud at the 7-15 somite stages ofdevelopment (E$.5-
E9.O), with Pitx2 showing L-R asymetry (Fig. 7A-D). Thus, this very early co
expression of Pitx factors likely accounts for their function in limb bud formation. The
higher Pitxl protein levels (compared to Pitx2) in this area would be consistent with the
absence of marked HL phenotype in Fitx2-/- embryos (Gage et al., 1999; Kitamura et al.,
1999; Lin et al., 1999; Lu et al., 1999) or in Pilx,Pilx2 embryos (Fig. 6D). In normal
conditions, the function of Fitx genes in the HL field would thus be primarily served by
P11x1 and it is only in its absence that the contribution of Pitx2 to limb bud growth
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becomes evident. This interpretation would also be consistent with the fact that
asymmetrical development of HL is only obseiwed in the absence of Fiix].
Mesoderm outgrowth and limb development
The earliest phenotype observed in Pitx-deficient embryos is the reduction in HL
bud size both along the AiP and P/D axes (Fig. 4). The observation that this phenotype is
sometimes asymmetrical is consistent with the partial penetrance of the Pitx2 alleles in
the Pitx]-/- background (Fig. 3). Hence, this phenotype is correlated with Fitx gene
dosage effects observed in the present study. In Pitxl-/- embryos, the variable reduction
in femur length with its strong bias for the right side correlates well with the reduction of
HL bud size (both right side biases observed in 50-60% embryos). The impairment of
HL bud growth was almost complete in absence of both Piix genes (Fig. 6D), despite
relatively conserved AER and bud functions in Pitxl-/-,Fitx2+/- embryos as revealed
using markers such as Fgf8, Fgf]O, Bmp7, Msx2, Fgf4, HoxCi], dHan Shh, G1i3 and
Meis (Fig. 4, 5, 6). The similarity of HL phenotypes produced by inactivation of both
Pitx genes (Fig. 6D) or ofFgf]O (Min et al., 1998; Sekine et al., 1999) suggests that they
may be mediated through similar mechanisms. Although both mutant mice initiate bud
outgrowth, fgf]O-/- embryos did not exhibit AER function whereas Pitx mutant embyros
do. Since fgflO expression was not significantly affected in double mutant embryos (Fig.
4C, 4E), it may flot be the production of Fgfl O or of another signal [such as Fg/8 which
was still induced in AER of the Pi xT”,Pitx2 embryo (Fig. 6D)], that is dependent on
Piix genes. Rather, it may be the ability to respond to signals that is Fitx-dependent. The
simplest model for the role of Pitxl and 2 genes in HL bud formation may thus be that
these genes are required for appropriate growth response of HL field mesenchyme to
growth factors, such as Fgfl0 (Fig. 8A). Altematively, we cannot exclude the possibility
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that PIIx genes are required for FgflO expression itself (Fig. 8B) since we could not
assess its expression in a double nuil mutant.
How could Pitx genes be essential for formation of proximal (femur) and anterior
(tibia and first digit) structures? Given their early co-expression, Pitx genes may be
required for patterning the proximal/anterior domain of the HL field. The Piix genes
would thus be essential for expression of an anterior-specific factor that remains to be
identified. Tndeed, a factor with the expected expression or function is flot currently
known. The Pitc genes themselves do flot appear to be the anterior-specific signal since
their expression did flot show A-P differences at the HL level (fig. 7), but they may
nonetheless serve a permissive function. Altematively, the progressive loss of anterior
and proximal structures first on the right and then on the left side (fig. 3) would be
consistent with an impairment of bud mesenchyme growth dependent on Piix gene
dosage.
The loss of anterior HL bud mesenchyme (Fig. 4A) is associated with loss of
anterior skeletal elements, first digit and tibia (fig. 2 and 3). These observations
correlate well with excision experiments performed on chick wing buds in which removal
of the anterior half bud resulted in loss of anterior structures, i.e. anterior digit and radius
(fL equivalent of tibia), together with proximal part of humems (Warren, 1934;
Saunders, Jr., 194$). Thus, the primary defects associated with Piix genes deficiency is
the early loss of bud mesenchyme, which may result in loss of anterior skeletal elements.
Since most signalling appears to be intact in double Piix mutant embryos, including Shh
and GÏ13, their reduced HL buds may be subjected to disproportionate posteriorizing
activity (Fig. 5) and this may also contribute to the loss of anterior skeletal elements.
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It is interesting to compare Fitx] and Pitx2 deficiency with conditional
inactivation of AER Fg/8. In one study, HL knockout of fg/8 resulted in loss of femur
and first digit, but flot tibia (Lewandoski et al., 2000). In another study in which Fg/3
knockout was targeted to FL, radius and first digit were lost in 100% embryos and
humerus in 70% (Moon and Capecchi, 2000). It was proposed that rescue of the
zeugopod might be ascribed to AER expression of fgf4 which is expressed later and
more posteriorly than Fg/8 (Lewandoski et al., 2000; Tickie and Munsterberg, 2001).
This is consistent with the double knockout of limb Fgf8 and fgf4 which abrogated limb
bud development (Sun et al., 2002); this latter work also supported a model of sequential
growth of bud mesenchyme pre-specified for proximo-distal structures. In Fitx double
mutant embryos, the delay in AER expression of fgJ8 (Fig. 4H) may thus contribute to
the reduced size of proximal structures. However, although AER expression of FgJ8 was
delayed from stage 27 somites to 30 somites (F ig. 4H), it is noteworthy that other AER or
bud markers are not significantly affected in mutant embryos. These include FgflO (Fig.
4E), which is essential for fgJ8 expression (Ohuchi et al., 1997), Bmp7 (Fig. 4F), Msx2
(Fig. 4G), G1i3 (fig. 5C), and fgf4 (fig. 5D). Also, the presence ofAER fgJ8 in HL bud
of the Fiix],Piix2 embryo (Fig. 6D) argues against a primary role of Fiix genes in
establishment of AER function. Taken together with intact FgflO expression in Piix]-/
,P11x2+/- embryos and with the restricted co-expression of Pitx genes in early limb field
lpm, these data are consistent with a role of Fitx genes in determining the growth
capacity of limb bud mesenchyme (fig. sA).
Limb malformations resulting from thalidomide exposure may ressemble to some
extent the loss of HL skeletal elements in Piix deficient mice. In chiidren with
thalidomide defects, upper limbs are affected more frequently than lower limbs but the
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sequence of limb loss with severity is usually thumb (1 st digit), radius, humerus and ulna
(Smithells and Newman, 1992). In legs, tibia and femur are most ofien affected. These
deficiencies are similar to those observed for HL in Pitx mutant embryos, suggesting a
possible relationship in mechanism.
What about forelimbs?
The present study suggests an important hinction of Fiix gene dosage in the
growth and patterning of HLs. However, none of the mutant embryos described in the
present work has any phenotype in fL. We must therefore conclude that Fitx genes do
not play any role in fL development and this is consistent with the absence of Fiixi or
Fitx2 expression in FL buds, except in myoblasts. This is a somewhat surprising
conclusion but the later appearance of HL during evolution would flot be incompatible
with the recruitment of Fitx genes for growth and patteming of HLs independently of
mechanisms acting at fLs. It is unlikely that another Fiix gene may fulfill a similar
function in fLs as the only other Fitx gene known, Pitx3, is not expressed in early fL
buds (unpublished observations by in situ hybridization and immunohistochemistry). In
this context, the control of HL bud growth by Piix genes may be viewed as a recent
firnction.
Recent work suggests that the Tbx5 gene plays an essential role for outgrowth of
forelimb buds that resembles that ofFllx genes in HL. Indeed, FL buds do not develop in
Tbx5-/- mouse embryos [(Agarwal et al., 2002) and M. Logan, pers. comm.]. In contrast,
the HL-specffic Tbx4 gene does not appear to play a similar limiting role for HL bud
outgrowth since Tbx4-/- embryos develop HL buds (V. Papaioannou, pers. Comm.). The
role of Tbx4 thus appears to be primarily in specification of HL identify. Taken together,
these studies suggest different mechanisms for outgrowth and specification in HL and fL
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(Fig. $C). In FL, the primary gene controlling both outgrowth and specification appears
to be Tbx5 whereas in HL, these roles are taken by Piix], with the downstream Tbx4
contributing together with Piixi only for specification of HL identity.
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FIGURE LEGENDS
Figure 1. Pitx gene alleles and L-R asymmetry during hindlimb
devetopment. A) Schematic representation of the mouse Piixi and Pitx2 genes and of
mutant alleles used in the present study. Numbered boxes represent exons and in each
case, the nul! (-) alleles were produced by deletion of the homeodomain encoding exon.
In the Pitx2neo allele, arrows indicate the position of loxP sites used by CRE
recombinase to yieid the nuli ailele. B) Size reduction in femur length observed in Piix]
/- embryos. Dissected femurs from right and lefi side of the same skeleton stained at
E17.5 for bone (red) and cartilage (blue) are shown for wild-type and knockout (-I-)
embryos. C) Ail Pitx]-/- embryos examined in the pure 129sv genetic background
showed a loss of HL digit 1 on the right side only, whereas in mixed genetic background
(129sv / Balb/c) ail five digits were present on both sides. D) Ventral view of skeletal
preparations showing vertebrae and HL of E 17.5 mice either heterozygous (+1-) or
homozygous (-I-) for the P11x1 knockout allele. The first sacral vertebra is indicated
(Si); peivic bones are normaliy (+1-) attached to Si by the distal end of the ilium. In the
majority of Piixl-/- embryos, this attachment is through the acetabulum since the ilium
does flot form in Pitxl-/- embryos (Lanctôt et al., 1999b). However, in few rare cases,
femur and pelvic bone attachment to the vertebrae is dispiaced posteriorly, usually to S2,
and in some cases like the one shown here, dispiacement is even greater (S3) on the right
than lefi side.
Figure 2. Loss of proximal (femur) and anterior (tibia and first digit) bones
in HL of mice mutant for both Pitxl and Pitx2. Skeietai preparations (alizarin red,
bone; alcian blue, cartilage) of E 16.5 wild-type (WT) and F11x1-/-,Piix2neo/neo embryo
showing the pelvic area (top right), the right and left dissected HL with one remaining
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zeugopod bone and four digits (bottom right), as well as an enlargement of the right HL
autopod (bottom lefi) showing the remaining zeugopod bone contacting the caicaneus
(Ca). Based on this, it is concluded that the remaining bone is the fibula. Small
cartilaginous remnants (arrowheads) between the pelvic bone and fibula could be the
only remain of the femur. This skeleton represents the most extreme phenotype seen in
this embryo series.
Figure 3. Progressive penetrance of HL phenotype observed in series of
Pitxl-/-,Pitx2+/- embryos. Ail embryos observed fitted the sequence of bone losses
iiiustrated here. Ail dissected HL are positioned similar to the wild-type preparation (A).
B) The first digit of the right HL is missing. C) The right tibia is severely affected. D)
The right tibia and femur did not form and the left digit 1 has disappeared. E) The lefi
tibia is partially lost. F) There is oniy a remnant ofthe lefi femur. Fe, femur; T, tibia; f i,
fibula; digit number is shown in parentheses.
Figure 4. Analysis of HL bud formation in wild-type, Pitxl-/- and Pitxl-/
,Pit2+/- embryos. Dorsal views of embryos are shown with assessment of
developmental stage provided by somite (so) count. A) The HL-specific transcription
factor Tbx4 mRNA was revealed by wholemount in situ hybridization and found to be
downreguiated in mutant embryos (-E1O.5). This staining offered the best contrast to
outiine the position of somites aiong the AJP axis and these are indicated by numbers for
each embryo. Both mutant embiyos show smaller right and left HL bud compare to WT,
with greater reduction on the right side. B) In situ hybridization for FgJ3 reveaiing the
AER. C) In situ hybridization for FgflO marking the HL bud mesenchyme QE1O.O). D)
In situ hybridization for Meis2 mRNA reveaiing the proximal segment of the HL bud
(—E 1 1.5). Similar results were obtained with Meisi (data flot shown). E) In situ
Marcil et al UI
hybridization for FgflO in HL field of 25 somite embryos (E9). F) In situ hybridization
for Bmp7 in HL field at onset of bud growth. G) In situ hybridization for Mxs2. H) In
situ hybridization for FgJ8 (E9.5) revealing early expression of Fgf8 and initiation of
HL bud outgrowth. Fg/8 expression is delayed in Pitxl-/-,Fitx2+/- embryos from about
27- to 30-somite stages of development.
Figure 5. HL antero-posterior markers reveal apparent loss of anterior bud
mesenchyme. Dorsal views of wholemount in situ hybridization embryos are shown. A)
The anterior border ofHoxC]] mRNA is revealed at the junction between somites 26 and
27. In mutant embryos, the proportion of HoxCJ1-negative anterior mesenchyme
relative to HoxC]1-positive mesenchyme is reduced, consistent with the loss of anterior
bud mesenchyme revealed in f igure 5A. B) The zone of polarizing activity (ZPA) is
revealed by hybridization for sonic hedgehog (Shh). Whereas in WT and Pitx-/
embryos, the ZPA occupies the posterior quadrant of the HL bud, this structure extends
ail the way up to haif the HL buds of FitxJ-/-,Pitx2+/- embryos. C) Expression of G1i3
in anterior hindlimb buds is present in embryos of the three genotypes. D) Expression of
Fgf4 in AER. The extent of Fgf4 expression appears anteriorized in mutant embryos
compared to witd-type, again in agreement with the loss of anterior mesenchyme. E)
Expression of the posterior limb bud mesenchyme marker, dHand, is also extended
anteriorly. Two examples at different developmentai stages are shown with L-R
differences in the anterior extension of dHand expression. Anterior bud expression of
dHand is shown in the right HL bud of a —E 1 1.5 Fitx]-/- embryo, and in the right HL of
a E12.5 Fitxl-/-,Fitx2+/- embryo.
Figure 6. Further loss of digits in Piftl-/-,Pitx2neo/- embryos. A few Fitxl-/-,
Pitx2neo/- embryos were obtained and found to miss more than one HL digit. A-B)
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Photograph (A) and skeletal preparations (B) of E13.5 wildtype and Pllx]-/-,Pitx2neo/-
embryos showing loss of one digit on the lefi side and of two digits on the right side.
Note absence of FL defects. C) $imilar embryos in which cartilaginous condensation of
the digits were revealed at E12.5 using wholemount in situ hybridization for Sox9. The
Pitxl-/-,Fitx2neo/- embryo has three digits on left and two digits on right side. The left
HL of the wild-type embryo was damaged during preparation. D) Wholemount in situ
hybridization of AER FgJ8 in the single Pi]Pitx2 embryo obtained. This embryo
(E 12.5) was underdeveloped and smaller than the Pitx],PiÏx2 embryo shown for
comparison. Whereas fL bud development appared normal in those embryos, very small
HL buds were present in the double nuli embryo with a smal patch of FgJ8 expressing
tissue on the lefi side.
Figure 7. Early expression of Pitxl and Pitx2 proteins revealed by
wholemount and section immunohistochemistry. Pitxl protein is revealed in
stomodeum (oral ectoderm) of 9 (A) and 15 (C) somites embryos. Expression in
posterior lpm of 9 somites (A), 11 somites (B) and 15 somites (C, right side view; D,
ventral view) is shown to be bilateral. Pitx2 protein is revealed in the head (bilateral) and
in lefi lpm of 7 somites (A), 11(B) and 15 (C) somites embryos. In tau bud area, note
stronger expression on lefi side and weaker but significant expression on the right side.
E) Immunohistochemical analysis of Pitxl, Pitx2 and MyoD protein expression in
consecutive transverse sections of E1O.5 embryos revealing Pitxl only in HL buds. F)
Consecutive sections of E11.5 HL revealing Pitxl protein throughout the mesenchyme
and Pitx2 protein in muscle celis that co-localize with MyoD-positive cells.
Figure 8. Rote of Piix genes in Iimb bud development. A) Model for roTe
Fitxl and Piix2 genes in hindlimb bud formation. The early co-expression of FIIx genes
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in the mesoderm of the iimb bud field appears to be required for growth of bud
mesenchyme in response to signais such as fgft O. At this time, we do not have specific
evidence to implicate fgftO more than other signais, except for the early expression of
Fiix genes. This model is consistent with reiatively normal signaling in Piix mutant
embryos. B) Since double nuii Pitx mutants couid flot be studied extensively, it cannot
be excluded that Pitx genes are required for expression of FgflO and that they controi the
growth capacity of hindlimb bud mesenchyme in this way. C) Differential control of
iimb bud outgrowth and specification by Piix and Tbx genes. Previous work suggested
that TbxS is a determinant for specification of fL identity whereas Piix] and the
downstream Tbx4 gene both contribute to specification ofHL identity. The present work
shows that Pitx] and Pilx2 genes are required for HL bud outgrowth but this function
does flot appear to require mouse Tbx4 (V. Papaioannou, pers. comm.). In contrast, Tbx5
appears to fuifiui in fL an outgrowth function similar to that of Piix genes in HL
(Agarwai et ai., 2002).
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